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Resumen

La leishmaniosis visceral (LV) es una de las enfermedades parasitarias mas
importantes a nivel mundial. En zonas endémicas de leishmaniosis visceral zoonética
(LVZ), los perros son considerados el reservorio mas importante y las altas
prevalencias de leishmaniosis canina (LCan) se encuentran asociadas con la
transmision de la infeccion a humanos.

Ante la emergencia de LV humana en la ciudad de Posadas en 2006, se
plante6 un primer estudio a fin de determinar la implicacién de los perros como
reservorio de LVZ en este contexto; asi como, en caso afirmativo, caracterizar
molecularmente la especie o especies encontradas en los mismos. La infeccion por
Leishmania fue confirmada por métodos parasitolégicos directos y/o indirectos en 63
(57,3%) de los 110 perros estudiados y se identifico a L. infantum como Unica especie
implicada.

Posteriormente, se disefié un segundo estudio, con el objetivo de determinar la
prevalencia e incidencia acumulada (IA) de la infeccién por L. infantum, en los perros
domésticos de la ciudad de Posadas, e investigar posibles factores de riesgo
asociados a la infeccion por L. infantum en estos canes. Para estudiar la prevalencia
de la infeccion se llevo a cabo un muestreo aleatorio simple (MAS), y esta resulté del
22,3% (78/349) (17,6%-27,8%). La georreferenciacion de los perros examinados,
permitid observar un patron de distribucion homogéneo de los perros infectados en la
ciudad. Los canes asintomaticos infectados representaron en este estudio el 55,1%
(43/78) del total de infectados, pudiendo jugar un papel importante en la transmision
natural de la infeccion. Se observé un mayor riesgo en la adquisicién de la infeccion
por Leishmania en los perros que duermen fuera de la casa. La IA en los perros que
resultaron negativos a la infeccién por Leishmania al afio del MAS resulté del 10,5%
(4,7%-16,3%), y mostré el mismo patrén de distribucion espacial. Se observa que en el
estudio de IA el porcentaje de perros asintomaticos positivos 3/13 (23,1%), es mucho
més bajo que el observado en el estudio de prevalencia (43/78, 55,1%). Los resultados
de los métodos parasitolégicos directos e indirectos empleados para determinar la
infeccion por L. infantum en la poblacién canina de la ciudad de Posadas, resultaron
concordantes; y se observo que la sintomatologia relacionada con LCan en los perros
domésticos es inespecifica, ya que el 75,9% (110/145) de los perros sintométicos no
se encontraban infectados.

Por ultimo, se compararon los resultados de los métodos parasitolégicos directos e
indirectos en dos poblaciones caninas diferentes, para determinar el grado de

asociacion entre las variables estudiadas y la infeccién por Leishmania en un ejemplo



de poblacién dispersa (MAS en perros domésticos de la ciudad) vs poblacion hacinada
(perros de la protectora de animales “El Refugio). Asi como describir en ambos
contextos epidemiolégicos la distribucion de los canes expuestos e infectados en
relacion a los signos clinicos presentados y a los resultados de las pruebas
diagndsticas. Ademas, se analizo la variabilidad genética de los minicirculos del KDNA
de L. infantum en los perros parasitolégicamente positivos de ambas poblaciones. Los
resultados mostraron que las poblaciones hacinadas poseen mayores prevalencias de
infeccion por Leishmania que las dispersas (45,7% vs 22,3%). Y, por tanto, no serian
apropiadas para estimar la prevalencia/incidencia real de la infeccion en la ciudad. La
variabilidad genética de L. infantum en los perros de la ciudad de Posadas resulto ser
escasa, identificandose Unicamente dos genotipos. En vista de los resultados la LVZ
en la ciudad de Posadas se encuentra bien establecida y podria tratarse de un foco de
reciente introduccion. El conocimiento aportado a la epidemiologia de la infeccién por
L. infantum en los canes de la ciudad de Posadas, debe contribuir al establecimiento
de medidas de prevencién y control de la enfermedad tanto en canes como en

humanos.



Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is one of the most important parasitic diseases in
the world. The domestic dog is the main reservoir in urban environments where VL is
zoonotic (ZVL) and a high prevalence of canine leishmaniasis (CanL) is associated
with transmission of infection to humans.

Due to the emergence of human VL in the city of Posadas in 2006, a first study
was carried out to determine whether dogs were the reservoir for ZVL in this context,
and if so, to carry out molecular characterization of the species found. Leishmania
infection was confirmed in 63 (57.3%) of 110 sampled dogs by direct and/or indirect
parasitological methods and L. infantum was the specie implicated in all positives dogs.
Subsequently, a second study was designed, in order to estimate the prevalence and
cumulative incidence (CI) of Leishmania infection in Posadas, using a representative
sample of domestic dogs, and to identify variables related to infection susceptibility.The
estimated prevalence of Leishmania infection in the dogs of the city of Posadas was
22.3% (78/349) (17.6%-27.8%). The geo-reference of positives dogs showed a
homogenous distribution pattern in the city. In this study, positive asymptomatic dogs
represented the 55.1% (43/78) of infected dogs, which can play an important role in the
natural transmission of the infection. An increased risk in the acquisition of Leishmania
infection was observed in dogs that sleep outside the house. However, 55.1% (43/78)
of the positive dogs did not exhibit any clinical signs compatible with CanL and thus
can be considered asymptomatic carriers. The observed cumulative incidence was
10.5% (4.7% - 16.3%) in one year and showed the same homogeneous pattern of
spatial distribution. The percentage of asymptomatic positive dogs 3/13 (23.1%)
observed in the cumulative incidence study was lower than in the prevalence study
(43/78, 55.1%). The parasitological methods of diagnosis of CanL were consistent and
it was noted that the symptoms related to CanL in domestic dogs are non-specific
because the 75.9% (110/145) of symptomatic dogs in our sample from the city of
Posadas were not infected.

Finally, the parasitological direct and indirect methods of diagnosis were
compared in two epidemiologically different populations; dispersed population
(domestic dogs) vs overcrowded population (shelter dogs) to determine the degree of
association between the studied variables and infection by Leishmania. We also sought
to describe the distribution of dogs that were exposed or infected in relation to clinical
signs presented, and the results of diagnostic tests in both epidemiological contexts.
On the other hand, the genetic variability in the kDNAminicircles of L. infantum in

positive dogs of both populations was analyzed. The results showed that overcrowded



populations have higher prevalence of Leishmania infection than scattered (45.7% vs.
22.3%), and they are not appropriate to estimate the real prevalence or cumulated
incidence of Leishmania infection. In the city of Posadas, the L. infantum gene
heterogeneity in dogs showed two different patterns, indicating a low genetic variability.

The results suggest, this endemic focus of disease could be well established,
constituting a substantial risk to the human population. Understanding the
epidemiology of CanL infection in endemic areas is essential for the development of
prevention strategies to address both human and canine disease.
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Introduccion

1.1. LEISHMANIOSIS: CONCEPTO

Las leishmaniosis engloban a un grupo de enfermedades parasitarias de
transmision vectorial, caracterizadas por su diversidad y complejidad, que afectan
tanto al ser humano como a otros vertebrados. Estdn causadas por diferentes
especies de protozoos flagelados del género Leishmania, que son transmitidos por
picaduras de las hembras hematéfagas de alrededor de 93 especies de flebotomos;
género Phlebotomus en el Viejo Mundo (Africa, Asia y Europa), y Lutzomyia en el
Nuevo Mundo (América) (WHO, 2010).

1.2. EPIDEMIOLOGIA DE LAS LEISHMANIOSIS HUMANAS

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) incluye a la leishmaniosis humana
en la categoria de enfermedades emergentes y sin control (WHO, 2010), enmarcada
dentro del grupo de enfermedades tropicales olvidadas (NTDs: neglected tropical
diseases) (Brooker y Utzinger, 2007). Actualmente constituye la tercera enfermedad
humana mas importante de entre las trasmitidas por vectores, después de la malaria y
filariosis linfatica, y la novena enfermedad infecciosa mas grave a nivel mundial.
(Chappuis y col., 2007; Bern y col., 2008). Es mundialmente reconocida como una de
las enfermedades infecciosas mas importantes que afectan a la poblacién pobre en
areas rurales y suburbanas, debido a su asociacion con la pobreza y a la escasez de
recursos disponibles en materias de tratamiento, diagnostico y control (Alvar y col.,
2006).

Las Leishmaniosis son endémicas en 98 paises o territorios, 72 de los cuales se
encuentran en vias de desarrollo, y se estima que mas de 350 millones de personas
estdn viviendo en zonas de riesgo de infeccion (WHO, 2010). Se estima que la
prevalencia es de 12 millones de casos, con una incidencia de 2 millones de casos
nuevos por afio, de los cuales 1,5 millones son de leishmaniosis cutanea (LC) y 0,5
millones de leishmaniosis visceral (LV), que es la forma mas grave y frecuentemente
mortal si no es tratada (Desjeux, 2004; Reithinger y col., 2007). En total se cobra
2.357.000 afios de vida ajustados por discapacidad y unas 20.000 a 40.000 muertes
anuales (Alvar y col., 2012). El 90 % de los casos de LC se concentran en Afganistan,
Pakistan, Iran, Arabia Saudi, Argelia, Siria, Brasil y Perd, mientras que mas del 90 %
de los casos de LV ocurren en Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudan (Alvar y col.,
2012). El 90% de las leishmaniosis mucocutaneas (LMC) tiene lugar en Bolivia, Brasil
y Perl. (Desjeux, 2004) (ver figura 1.1). No obstante, la verdadera extension de la

enfermedad podria ser todavia mayor, ya que la declaracion oficial de la leishmaniosis



Introduccion

sOlo es obligatoria en un tercio de los paises afectados y una parte sustancial de los
casos nunca queda registrada (WHO, 2002; Hotez y col., 2008).

Figura 1.1. A: Distribucion de
la LV humana. B: Distribucién
de LC y LMC en el Nuevo
Mundo. C: Distribucion de la
LC humana causada por
Leishmania tropica y
Leishmania aethiopica en el
Viejo Mundo. D: Distribucion
de LC humana causada por
Y i Leishmania major en el Viejo
1 Mundo

7 || E— ; A (http://mww.who.int/leishmania
& s ! sis/leishmaniasis_maps/).

1.3. ETIOLOGIA DE LA INFECCION

1.3.1. EL PARASITO

El género Leishmania esta compuesto por protozoos flagelados pertenecientes a
la familia Trypanosomatidae, orden Trypanosomatida, clase Kinetoplastida. Este
parasito fue descrito en 1903 por primera vez y simultaneamente por Leishman y
Donovan en enfermos de la India (Ross, 1903), y por Wright (Wright, 1903) en un nifio
armenio. El género Leishmania (Ross, 1903), incluye mas de dos docenas de especies
morfolégicamente indistinguibles, que pueden ser diferenciadas por analisis
isoenzimaticos, métodos moleculares, o anticuerpos monoclonales. Contienen una
Gnica mitocondria que alberga al kinetoplasto, que es una estructura especial rica en
ADN que se sitla en las proximidades del cuerpo basal del flagelo. Actualmente se

acepta la clasificacion propuesta por Cavalier-Smith (1998).
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Dominio Eukariota
Reino Protozoa
Subreino Biciliata
Infrareino Excavata
Filo Euglenozoa
Subfilo Saccostoma
Clase Kinetoplastida
Orden Trypanosomatida
Familia Trypanosomatidae
Género Leishmania

Tabla 1.1. . Posicion taxondmica del género
Leishmania (Cavalier-Smith, 1998).

Familia Trypanosomatidae
Género  Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Lei: ria  Saurolei lia Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Subgénero Leishmania Viannia
17 17 1 | : : |
Complejo ; '
!
de L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana ' L. braziliensis : L. guyanensis
especies ‘ ‘ ‘ ' ‘ '
| i
E - L. chagasi* L. killicki* L. major L. aethiopica L. amazonensis :R;ipiatié’gie;\;:; de humanos: | L. braziliensis | No asignada: | L. guyanensis
species ' i e g ! 1 : ] "
L. donovani L. tropica L.gamhami 1 Viejo Mundo: ' L. peruviana L. lainsoni 1 L. panamensis
L. infantum L. mexicana | L. arabica i ] 1
L. pifanoi* ! L. genbili | . '
L. venezuelensis 1 Nuevo Mundo: H H '
i L. aristidesi ! : ;
1 L. enriettil ! ' ‘
| L. deanei ' ' 1
1 L. hertigi ' . H

*Posicidn taxondmica bajo discusidn. L chagasi es la misma especie que L. infantum

Figura 1.2. Taxonomia de Leishmania spp.* Mauricio y col., 2000 (Adaptado de WHO, 2010).

Las especies de Leishmania estan a adaptadas a condiciones ambientales
variables y heterogéneas tanto en el hospedador vertebrado como en el vector
invertebrado (Sharma y Singh, 2008). Esta rapida adaptacion a las condiciones
cambiantes se debe a la habilidad del parasito para modular su expresion génica,
probablemente asociada a la expresién de genes especificos localizados en regiones
repetidas en tandem (Singh y col., 2005).
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Morfologia

Leishmania es un parasito digénico que presenta dos morfologias a lo largo de
su ciclo biolégico: una intracelular o amastigote (cuerpo de Leishman-Donovan) en las
células del sistema reticulo-endotelial del hospedador vertebrado y una forma
extracelular o promastigote en el hospedador invertebrado o en cultivos "in vitro”.

El amastigote es inmévil, de forma ovalada y con un tamafo de 3-5 pm x 1,5-2,5
pum. En el citoplasma se observa un nucleo esférico, voluminoso, generalmente
excéntrico y un kinetoplasto préximo al ndcleo de aspecto bacilar (Chang, 1956;
Gonzélez y col., 1976).

El promastigote es fusiforme, extracelular y movil. Es de mayor tamafio que el
amastigote (10-30 um de largo y 1,5-3 um de ancho). Posee un largo flagelo libre en la
region anterior, un nucleo ovalado situado en la regién central y un kinetoplasto
bastoniforme (Chang, 1956; Gonzalez y col., 1976; Dedet y col., 1999).

Figura 1.3. Tinciébn con Giemsa de A) Amastigotes de
Leishmania spp. (http://cvbd.org). B) Promastigotes de
Leishmania spp. (http://fundacionio.org).

Organizacion gendmica

Los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida presentan un ADN nuclear
(ADNN) que se encarga de la multiplicacion del parasito, y un ADN extracromosémico
situado en la Unica mitocondria que se divide independientemente, llamado ADN del
kinetoplasto (ADNK) (Simpson y da Silva, 1971). El tamafio del genoma de Leishmania
(en su versiéon haploide) varia con las especies, pero aproximadamente posee unos
3.5 x 10’ pares de bases (pb) (Galindo y Ramirez, 1989), siendo el ADNn mas del 80%
del total (Lighthall y Giannini, 1992).

Tradicionalmente se ha aceptado que es un parasito asexual con replicacion
clonal y sin intercambio genético, con un cariotipo constituido por 34 a 36 cromosomas
(Alvar, 2001). Aunque recientemente se ha demostrado la existencia de cierto

intercambio genético tanto intra como interespecifico (Sadlova y col., 2011).
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1.3.1.1. FORMAS CLINICAS DE LAS LEISHMANIOSIS HUMANAS

Las manifestaciones clinicas de la infeccion por Leishmania en humanos son
muy diversas en cuanto a forma y severidad, y van a depender de la interaccion entre
la especie de parasito que la causa y el sistema inmune del hospedador (Herwaldt,
1999; Murray y col., 2005). Esta variabilidad en la expresion de la enfermedad en
humanos también se ha demostrado en animales infectados naturalmente v,
especialmente, en animales infectados experimentalmente (Alvar y col.,, 2004;
McMahon-Pratt y Alexander, 2004). Clinicamente la enfermedad se puede agrupar en
dos manifestaciones principales: Leishmaniosis cutanea (LC) y Leishmaniosis
visceral (LV) o Kala-azar, si bien hay una serie de evoluciones torpidas que conducen
a otros cuadros clinicos: Leishmaniosis cutanea recidivante (LCR); Leishmaniosis
cutdnea difusa (LCD), Leishmaniosis mucocutdnea (LMC) y Leishmaniosis
dérmica post-kala-azar (LDPK).

Sin embargo, todas las presentaciones asociadas a la infeccién por Leishmania
comparten tres caracteristicas comunes: i) macrofagos residentes en los tejidos
infectados con multiplicacién intracelular del parasito; ii) respuesta inmunoinflamatoria
del hospedador que regula la expresion y resultado de la enfermedad; y iii)
persistencia de la infeccion tisular. (Zwingenberger y col., 1990; Zambrano-Villa y col.,
2002; Awasthi y col., 2004; Liese y col., 2008). Entre el 80 y el 90 % de las infecciones
humanas cursan de manera subclinica o asintoméatica (Badaré y col., 1986; Albrecht,
1998).

La Leishmaniosis cutanea (LC), también se denomina
“‘botdn de oriente” (cuenca Mediterranea), “uta” (Peru),
“ulcera de los chicleros (México), o “pian bois” (Guayana).
Comienza generalmente con una papula localizada en la
zona de inoculacién de los promastigotes, que se convierte
en un nédulo y que se puede ulcerar en 1 a 3 meses
(Dowlati, 1996; Machado y col., 2002; Magill, 2005). Las

lesiones aparecen principalmente en cara, brazos y piernas,

. . : . Figura L. LC (http:/who.int).
pudiendo curar espontadneamente en un tiempo comprendido °® (hitp:ifwho.Int)

entre dos meses y un afo. Sin embargo, si ocurren sobreinfecciones secundarias,
estas pueden evolucionar a lesiones desfigurantes que dejan marcas permanentes en
la piel y originan una grave discapacidad (Roberts y Janovi, 1995; Hepburn, 2003).
Esta manifestacion la originan unas 17 especies diferentes de Leishmania en todo el
mundo, principalmente L. major, L. tropica, y L. aethiopica (denominadas comunmente

como LC del Viejo Mundo); L. infantum (Regiones del Mediterraneo, Mar Caspio y
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América Latina); y L. mexicana, L. amazonenesis, L. braziliensis, L. panamensis, L.
peruviana, y L. guyanensis (LC del Nuevo Mundo) (Reithinger y col., 2007).

La Leishmaniosis cutanea difusa (LCD) esta
caracterizada por lesiones diseminadas lepromatosas o
acneiformes que no se ulceran, y que se asocian a estados
inmunes anérgicos frente a Leishmania (Barral y col., 1995). Es
causada por las especies L. aethiopica en el Viejo Mundo y por
L. amazonensis en el Nuevo Mundo. No cura de manera

espontanea por lo que precisa tratamiento especifico, aunque

éste es poco efectivo, produciendo un curso clinico cronico. Figura 1.5. LCD

La Leishmaniosis cutanea Recidivante (LCR), es una (hitp://piel-1.org).
forma cutanea crénica debida generalmente a L. tropica,
aunque raramente, también ha sido descrita en el Nuevo
Mundo causada por las especies del subgénero Viannia
(Oliveira-Neto y col., 1998; Calvopina y col., 2006), y por L.
amazonensis (Bittencourt y col, 1993). Son lesiones

vesiculares y/o papulares que aparecen después de la cura

clinica, crecen y tienden a curar en el centro, pudiendo Figura 1.6. LCR

; ., L (http://facmed.unam.mx).
aparecer nuevas papulas alrededor de la lesién principal, que
persisten durante varios afios.

La Leishmaniosis mucocutanea (LMC) es denominada
comunmente como “espundia”. A partir de una lesion cutanea
primaria, puede haber diseminacién metastasica del parasito a
las mucosas que conlleva a la destruccién del cartilago y tejidos

blandos (Roberts y Janovi, 1995; Hepburn, 2003). Comienza

con eritema y ulceraciones en los orificios nasales, causando
destruccién progresiva de la cavidad oronasal (“nariz de tapir”) Figura 1.7. LMC

(http://piel-l.org).
pudiendo producir una desfiguracién notable.

Inicialmente se observan lesiones inflamatorias destructivas con posterior
necrosis de los labios, nariz, paladar blando y cuerdas vocales que pueden obstruir la
faringe o laringe (Franke y col., 1994). Aunque esta relacionada con las especies de
Leishmania que causan LC en el Nuevo Mundo (L. braziliensis, L. panamensis, y L.
guyanensis principalmente) y L. tropica en el Viejo Mundo, también hay descripciones
esporadicas por L. donovani, L. major (Reithinger y col.,, 2007) y en pacientes

inmunocomprometidos por L. infantum (Murray y col., 2005).



Introduccion

La Leishmaniosis visceral (LV) es una
enfermedad cronica causada por el complejo de
especies L. donovani, con una tasa de mortalidad
del 75-95% si no es tratada. L. donovani es la
especie causante de Leishmaniosis visceral

antroponética (LVA) o “Kala-azar’ en el

Subcontinente Indio, y Africa oriental (tanto en

Figura 1.8_. LV (http://scienphoto.com;
adultos como en nifios). http://who.int).

L. infantum, causa la llamada Leishmaniosis visceral zoonoética (LVZ) en la
cuenca Mediterranea, norte de Africa, Oriente Medio, Asia central, China y América
Latina.

Aunque otras especies pueden ser ocasionalmente viscerotropicas (L. tropica, L.
amazonensis o L. braziliensis) (Guerin y col., 2002).

La diferencia entre LVA y LVZ se debe a que epidemiolégicamente se pueden
diferenciar dos tipos de ciclos considerando la presencia o no de reservorios animales.
La LVZ se caracteriza por presentar un ciclo zoondético donde juegan un papel
importante reservorios mamiferos, tanto domésticos (el perro principalmente) como
silvestres (otros canidos y roedores). En cambio, en la LVA el humano se comporta
como reservorio principal de la enfermedad.

El parasito infecta principalmente a los macréfagos de érganos hematopoyéticos
(higado, bazo y médula ésea), causando graves disfunciones orgénicas. Resulta una
infeccidbn generalizada del sistema reticuloendotelial con episodios irregulares de
fiebre, pérdida sustancial de peso, anemia, hepatomegalia, y esplenomegalia.
Leucopenia, trombocitopenia e hipergammaglobulinemia también son caracteristicas.
Pudiéndose observar en los casos mas avanzados caquexia, fallo multisistémico,
hemorragia derivada de la trombocitopenia, susceptibilidad a infecciones secundarias,
y muerte. (Herwaldt, 1999; Solbach y Laskay, 2000; Desjeux,
2001 y 2004). Cabe destacar que todos los agentes causales
de LV pueden dar lugar también a manifestaciones cutaneas.

La Leishmaniosis dérmica post-kala-azar (LDPK) se
presenta principalmente en el subcontinente Indio y el este de
Africa. Se trata de una complicacion de la infeccién causada
por L. donovani. En algunos pacientes, meses o afios
después de un kala-azar, aparentemente curado, aparece un

cuadro de erupciones hipopigmentadas maculares,

maculopapulares o nodulares alrededor de la boca que Figura 1.9. LDPK
. . . (http://who.int).
posteriormente se generalizan (Zijlstra y col., 2003).
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En Sudéan, aproximadamente en la mitad de los pacientes la LDPK se manifiesta
en menos de 6 meses desde el episodio de LV, pero cura espontdneamente en menos
de 12 meses y generalmente no necesita tratamiento adicional. Sin embargo en India,
se desarrolla en el 5-10% de los pacientes, afios después de un tratamiento
aparentemente exitoso para LV, no cura y necesita tratamiento. Este tipo de pacientes
se consideran de riesgo epidemiolégico por su actuacion como reservorios de la

enfermedad.

1.3.2. EL VECTOR

Los vectores de las leishmaniosis son dipteros nematoceros pertenecientes a la
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (Killick-Kendrick, 1999). La
identificacion de los flebotominos como vectores fue llevada a cabo por primera vez
por Adler y Theodor en 1925 (Adler y Theodor, 1932). Se conocen mas de 800
especies pertenecientes a esta subfamilia repartidas por todo el mundo (Munstermann,
2005), de ellas sélo unas 93 son vectores probados o sospechosos de transmitir el
parasito (WHO, 2010). Las especies que actian como vectores de Leishmania estan
restringidas a dos géneros: Phlebotomus en Europa, Africa y Asia y Lutzomyia en el
continente americano desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina
(Munstermann, 2005; Reithinger y col., 2007).

Filo Arthropoda
Familia Psichodidae
Subfamilia Phlebotominae
Clase Insecta
Orden Diptera
Género Phlebotomus spp.
Lutzomyia spp.

Tabla 1.2. Taxonomia de flebotominos
(Kalra, 1988).

Figura 1.10. A) Hembra adulta de Phlebotomus
argentipes. B) Hembra adulta de Lutzomyia
longipalpis (Sharma y Singh., 2008).

10
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Los flebotomos se alimentan principalmente al atardecer, y tienden a
permanecer cerca de su area de cria, que no suele ser muy elevada del suelo. Se
alimentan de azucares vegetales, sélo las hembras de la especie son hematéfagas
pues necesitan la ingesta de sangre para madurar la puesta (Killick-Kendrick, 1999).
Las diferentes especies tienen diferentes patrones de alimentacion y descanso.
Pueden volar distancias desde 200 a 2.500 m, y poseen fototropismo positivo. La
actividad de los adultos es principalmente crepuscular y nocturna, son activos durante
todo el afio en zonas tropicales, mientras que en regiones mas templadas sélo son
activos en las estaciones mas suaves. El rango de temperatura que determina esta
actividad oscila aproximadamente entre los 15 a 28°C, siempre asociado con una
elevada humedad relativa y ausencia de viento o lluvia (Killick-Kendrick, 1999; Sharma
y Singh, 2008).

Algunas especies de flebotomos sélo transmiten una especie de Leishmania,
mientras que otras pueden transmitir varias especies. Debido a la especificidad en la
actividad enzimatica y ligandos presentes en el intestino del insecto, las especies de
Leishmania podran ser capaces de dirigirse a la porcion anterior del aparato digestivo,
0 por el contrario seran excretadas con el resto de la sangre digerida (Volf y col.,
2008). Como consecuencia de ello, la transmision natural de Leishmania, solo ocurre
en lugares donde estén presentes las especies de vectores competentes (Killick-
Kendrick, 1999; Volf y col., 2008). La supervivencia del parasito durante las épocas en
las que no existe transmision vectorial, es sostenida en los hospedadores vertebrados
susceptibles, ya que no se ha observado transmision transovérica de Leishmania en
los flebotomos vectores. (Bates, 2007).

Otros insectos han sido evaluados como vectores potenciales de Leishmania,
como pulgas (Ctenocefalides felis) (Ferreira y col., 2009) y garrapatas (Rhipicephalus
sanguineus) (Coutinho y col.,, 2005; Coutinho y Linardi, 2007) pero no se han
encontrado evidencias de la transmision natural del protozoo por éstos (Coutinho y
col., 2005).

1.3.3. RESERVORIOS

Se define como reservorio de una enfermedad a aquel animal que garantiza
tanto la existencia del agente etiolégico como su posterior transmision (WHO, 1984).
Por regla general, en las leishmaniosis zoonéticas existe un ciclo selvatico mantenido
entre un reservorio salvaje y los flebotomos del entorno. Por sinantropia, bien del
reservorio o del vector, el ciclo se aproxima al ambito peridoméstico para finalmente

arraigarse entre los animales y vectores domésticos. EI humano se infecta
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normalmente de manera accidental bien al penetrar en el ciclo selvatico por
condicionantes de la vivienda o de su actividad, o al implantarse un ciclo peridoméstico
o domeéstico. Se han descrito reservorios accidentales que son un fondo de saco para
el parésito y carecen de significacion epidemioldgica.

Los reservorios de las leishmaniosis zoonéticas pertenecen taxonémicamente a
varios ordenes:

En el orden Carnivora los perros domésticos (Canis familiaris) son los
principales reservorios, debido al elevado nimero de individuos presentes en el nicho
ecolégico y a su estrecha relaciéon con el ser humano (Alvar y col., 2004; 2006;
Gramiccia y Gradoni, 2005; WHO, 2010). El ciclo selvatico, es mantenido
principalmente por canidos silvestres como el zorro (Vulpes spp), zorro cangrejero
(Cerdocyon thous), lobo (Canis lupus), chacal (Canis aureus) o el mapache
(Nyctereutes procyonoides) (Abranches y col.,, 1983; Gramiccia y Gradoni, 2005;
Sobrino y col., 2008; WHO, 2010). Aunque también han sido descritos otros carnivoros
silvestres como el lince, mangosta, gineta, y hurén (Sobrino y col., 2008). El cercoleto
(Potos flavus), el coati rojo (Nasua nasua) y el olingo (Bassaricyon gabbii) se han
encontrado infectados ocasionalmente (WHO, 2010).

Dentro del orden Rodentia se ha descrito el papel de reservorio en varias
especies, como el jerbo gigante de las estepas centroasiaticas (Rhombomis opimus),
la rata de los arenales del norte de Africa y Oriente Medio (Psammomys obesus), la
rata trepadora centroamericana (Ototylomis phyllotyis) y otros roedores de los géneros
Oryzomys, Dasyprocta, Meriones, Mastomys, Arvicanthis, Akodon, Bolomys,
Nectomys, Rattus, Tatera, Nesokia, Heteromys, Nyctomys, Sigmodon, Proechimys y
Neotoma (Bettini y col., 1980; Gradoni y col., 1987; Fisa y col., 1999; Morillas, 1985;
Papadogiannakis y col., 2010; WHO, 2010).

También se han descrito reservorios en otros 6rdenes como el Hyracoidea (los
hyrax de Africa y Oriente Medio (Heterohyrax brucei, Procavia capensis y Dendrohyrax
sp.); el orden Edentata (los perezosos de las selvas centro y sudamericanas
(Choelopus didactylus, C. hoffmani y Bradypus griseus) (WHO, 2010); y la zarigieya
(Didelphis marsupialis y D. albiventris) como representante del orden Marsupialia,
(WHO, 2010); mientras que el oso hormiguero (Tamandua tetradactyla) es el Unico
representante del orden Pilosa (WHO, 2010).

Es posible que otros animales como distintos félidos (Martin-Sanchez y col.,
2007, Poli y col., 2002; Maroli y col., 2007), equinos (Fernandez- Belon, 2006) cerdos
(Moraes-Silva y col., 2006), gallinas (Alexander y col., 2002), vacas (Lobsiger y col.,
2010), ovejas y cabras (Fisa y col., 1999), puedan infectarse, pero se desconoce el

papel epidemioldgico que podrian jugar.
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Figura 1.11. A) Perro: Canis familiaris (http://blogdelperro.com), B) Zorro: Vulpes vulpes
(http://animales-salvajes.buscamix.com), C) Chacal: Canis aureus (http://waatp.it), D)
Jerbo: Ototylomis phyllotyis (http://wikifauna.com), E) Zarigteya: Didelphis marsupialis
(http://knowyoursto.com, F) Hyrax: Heterohyrax brucei (http:/flickr.com), G) Perezoso:
Bradypus griseus (http://scientifictib.com).

Los seres humanos pueden ser reservorio de la enfermedad en un ciclo

antroponoético (Zijlstra y El Hassan, 2001), tanto para LV como LC (WHO, 2010).

1.3.4. CICLO BIOLOGICO DE Leishmania

Se trata de un ciclo diheteroxeno, el cual se completa en dos hospedadores; el
insecto vector y el hospedador vertebrado. Cuando el flebotomo pica, toma la sangre
del hospedador vertebrado, e ingiere a los macrofagos infectados con los protozoos en
forma de amastigote. En el tracto digestivo del vector, los amastigotes se transforman
en promastigotes en el intestino medio y grueso (especies peripiléricas del subgénero
Viannia), o so6lo en el intestino medio (especies suprapiléricas del subgénero
Leishmania) que posteriormente se multiplican y de ahi migran a la probéscide del
insecto vector. Tras varios dias alcanzan la capacidad infectiva (metaciclogénesis), y
se transforman en promastigotes metaciclicos, que seran transmitidos a un nuevo
hospedador susceptible en la préxima picadura.

Una vez que el pardsito consigue pasar la dermis del hospedador vertebrado,
estas formas promastigotes son fagocitadas por macréfagos u otras células fagociticas
mononucleadas. El macrofago rodea a los promastigotes en una vacuola parasitofora
(fagosoma) e intenta eliminarlos vertiendo al espacio intravacuolar una cascada de
metabolitos derivados del oxigeno, como el 6xido nitrico e hidrolasas lisosomales.
Pero Leishmania es capaz de evadir estas defensas no especificas y multiplicarse en
el interior del macrofago, donde metamorfosea a formas amastigotes (12-24 h)
(Sharma y Singh, 2008) que se multiplican por fision binaria. Estos amastigotes

aumentan en nimero hasta que la célula finalmente estalla, y posteriormente infectan
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a otras células fagociticas. En la naturaleza este estado es cronico, y puede continuar
durante meses o0 afios sin la aparicion de sintomas o signos clinicos visibles,
dependiendo del sistema inmune del hospedador y su susceptibilidad a la enfermedad.
En términos generales, en el caso de la leishmaniosis cutanea, los macrofagos
infectados se localizaran principalmente en la piel del mamifero hospedador o se
diseminaran a otros 6rganos como ocurre en la leishmaniosis visceral y a mucosas en
la leishmaniosis mucocutanea. Sin embargo, dependiendo de la competencia del
sistema inmune del hospedador este paradigma puede cambiar.

Los amastigotes circulantes pueden ser ingeridos por otro flebotomo vector, se
transformaran en su interior y seran transmitidos a otro hospedador en una nueva

picadura; y el ciclo de vida continta.

Figura 1.12. Ciclo bioldgico de Leishmania spp. (Adaptado de www.who.int/tdr).
1.3.4.1. TRANSMISION NO VECTORIAL

Los flebotomos son los Unicos artrépodos adaptados a la transmisién biolégica
de Leishmania, aunque en ocasiones existe transmisibn de Leishmania sin la
intervencion del vector. Sin embargo, se cree que los medios de transmisién no
vectoriales juegan un papel marginal en el rol de la historia natural de la leishmaniosis
(Baneth y col., 2008).

Aunque la transmisién vertical en perros (transplacentaria o transmamaria) en un
principio no se consideraba posible (Andrade y col., 2002), actualmente existen varios
trabajos que rebaten esta idea (da Silva y col., 2009; Boggiatto y col., 2011) y ha sido
descrita tanto en perros infectados de forma experimental (Rosypal y col., 2005a),
como de forma natural (Gibson-Corley y col., 2008). La transmision vertical es rara

pero también posible en humanos (Meinecke y col., 1999).
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Por el momento no se analiza de forma rutinaria la presencia de Leishmania en
los bancos de sangre, pero algunos estudios han detectado el parasito en donantes
humanos sanos (le Fichoux y col., 1999; Riera y col.,, 2004) y se ha reportado la
transmision de la infeccién a partir de sangre de canes donantes infectados (Owens y
col., 2001; de Freitas y col., 2006; Tabar y col., 2008). También se han descrito varios
casos de transmisién sanguinea ocurridos de forma accidental en humanos (Shaw,
2007). Igualmente ha sido descrita tanto en canes como en humanos la transmision
venérea (Symmers, 1960; Rosenthal y col., 1988; Silva y col., 2009).

Se ha sugerido la transmision directa, en ausencia de vectores, entre perros de
caza en E.E.U.U., sin embargo, no ha sido confirmada experimentalmente (Duprey y
col.,, 2006). Y también mediante fémites, como en el caso del uso compartido de
jeringuillas entre la poblacion toxicbmana usuaria de drogas intravenosas (Cruz y col.,
2002a).

1.4. LEISHMANIOSIS VISCERAL ZOONOTICA (LVZ) EN
AMERICA LATINA

En América Latina, Leishmania infantum es el agente causal de la LVZ (Lainson
y Shaw 1987; Grimaldi y Tesh, 1993), donde las especies del complejo Lutzomyia
longipalpis son los principales vectores, y el perro es bien reconocido como el
principal reservorio en medio urbano (Lanzaro y col., 1993; Ashford, 1996; Soares y
Turco, 2003; Alvar y col., 2004). De hecho, se ha observado una asociacion espacial
entre la ocurrencia de casos caninos y humanos, siendo los casos caninos un
precedente para el establecimiento de la infeccion en humanos en medio urbano
(Camargo-Neves y col., 2001; di Lorenzo y Proietti, 2002). En el Nuevo Mundo, se han
encontrado mas de 40 especies de mamiferos capaces de albergar al parasito. Sin
embargo, son pocas las especies que juegan un rol importante como reservorios en la
transmision (Grimaldi y Tesh, 1993). De las 470 especies de flebotominos descritas en
esta zona Neotropical, aproximadamente el 10% son vectores probados o
sospechosos de transmitir Leishmania (Lainson y Shaw, 2005). Siendo Lu. longipalpis
(Lutz y Neiva, 1912) el vector mejor estudiado (Soares y Turco, 2003; Lainson y
Rangel 2005). Este es un vector con gran permisividad, puesto que puede ser
infectado con especies como L. mexicana, L. major, L. braziliensis y recientemente se
ha sugerido que podria transmitir L. amanzonensis (Tolezano y col., 2007). En el
continente americano, el principal vector de la LV es Lu. longipalpis, pero Lu. evansi es
también un importante vector en Colombia y Venezuela, y Lu. cruzi es el vector en la
municipalidad de Corumba, en la frontera de Brasil con Bolivia (OPS/OMS, 2006) y en

el estado de Mato Grosso do Sul, Brasil (dos Santos y col., 1998). Lu. longipalpis fue

15



Introduccion

reconocida por primera vez en 1913 (Alencar, 1959). Se postula que es el vector que
habria permitido el asentamiento de L. infantum en la ecozona Neotropical hace unos
500 afios (Lukes y col., 2007). Tradicionalmente se ha considerado que L. infantum fue
exportada a América Latina por los perros llevados desde Europa durante la
colonizacién (Tuon y col., 2008), adaptandose secundariamente a Lu. longipalpis como
vector (Killick-Kendrick, 1985; Rioux y col., 1990; Mauricio y col., 2000; Tuon y col.,
2008). Un estudio reciente apunta a la introduccion mdultiple desde el suroeste de
Europa (Kuhls y col., 2011) (ver figura 1.13).

Aungue actualmente existe una segunda hipétesis que sostiene la existencia de

un ancestro del pardsito en América Latina (Lainson y Rangel, 2005; Shaw, 2006).

! /' L. donovani 1
- L ) L infantum m pop1- MON-1 (- subpop)
| 3 W pop2- MON-1 (71 subpop)
\ W pop3-non-MON-1 (_] subpop)

Figura 1.13. Mapa mostrando el posible origen de L. infantum en el Nuevo Mundo (Kuhls y
col., 2011).

En América Latina se registran alrededor de 64.000 casos de leishmaniosis por
afio, siendo cerca de 4.000 de LV (OPS/OMS, 2006; Alvar y col., 2012). Hay casos
registrados desde el sur de los Estados Unidos (Rosypal y col., 2003a; 2003b),
México, hasta el norte de Argentina, incluyendo Brasil, Paraguay, Bolivia, Venezuela,
Colombia, Honduras, Panama, Costa Rica, El Salvador, Guadalupe, Guatemala y
Nicaragua, con excepcion de Chile y Uruguay (de Leon., 1959; Lainson y col., 1987,
Momen y col., 1987; Grimaldi y col., 1989; Duarte y col., 1994; Carrillo y col., 1999;
Lainson y Shaw., 2005; OPS/OMS, 2006). Aunque en Uruguay ya se ha encontrado
tanto al vector Lu. Longipalpis (Salomén y col., 2011) como perros enfermos (Robello,
comunicacion personal, 2011).

La LVZ en América Latina, afecta principalmente a menores de 9 afios,

observandose una alta prevalencia particularmente entre los nifios de 1 a 4 afios de
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edad (ver figura 1.14). Afecta especialmente a nifios malnutridos, con unas tasas de
mortalidad que llegan en algunos lugares al 10%, incluso después del tratamiento
(Oliveira y col., 2006; Bern y col., 2008; Alburquerque y col., 2009). Aunque en los
ultimos afios se ha observado un incremento de la prevalencia de la enfermedad en
adultos (principalmente hombres e inmunocomprometidos) (ver figura 1.15) (Badar6 y
col., 1987; Evans y col., 1992; Silva y col., 2001; Oliveira y col., 2006). Los sintomas
mas frecuentemente observados son, fiebre, hepatoesplenomegalia, anemia y pérdida
de peso (Oliveira y col., 2006).

250 1

Ndmero de casos

<1 1104 5109 101014 15019 201029 301039 40049 501059 601069 701079 280

Edad (Afios)

'Figura 1.14. Distribucién por edad de los casos confirmados de LV en Fortaleza y
Ceara (Brazil), desde enero de 2001 a diciembre de 2006 (Adaptado de Alburquerque y
col., 2009).
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"Figura 1.15. Distribucion por género de los casos confirmados de LV en Fortaleza y
Ceard (Brazil), desde enero de 2001 a diciembre de 2006 (Adaptado de Alburquerque y
col., 2009).
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La mayoria de las leishmaniosis tradicionalmente han sido consideradas
zoonosis rurales o suburbanas, estrechamente ligadas a la pobreza, pero actualmente
se encuentran bien establecidas en areas urbanas (Alvar y col., 2006; Shaw, 2007).
Recientemente en toda América Latina, se ha observado un incremento del nimero de
casos de LV tanto en zonas tradicionalmente endémicas, como en nuevas areas
geograficas donde no existia transmision (Grimaldi y Tesh, 1993; Arias y col., 1996;
Ashford, 2000; Shaw, 2007; Salomén y col., 2008; Silva y col., 2008a; 2008b; de Paula
y col., 2009).

Brasil representa el 90% de la casuistica de LV registrada en las Américas, y el
tercer foco registrado a nivel mundial (Brasil Ministério da Saude, 2006). En los ultimos
afos el 65% de los casos que se registraron en Brasil, tuvo lugar en la region
nordeste, principalmente en ambito urbano y periurbano (Azevedo y col.,, 2002;
OPS/OMS, 2006). Entre 200 a 300 brasilefios mueren anualmente por LV (Costa,
2008). A principios de los afios 80, la LVZ pasé de ser una enfermedad tipicamente
rural a causar una serie de epidemias urbanas en el nordeste del pais que
comenzaron en la ciudad de Teresina (Piaui) (Costa y col., 1990) y siguié a otras
ciudades como Sao Luis (Maranhdo), Natal (Rio Grande do Norte) y Fortaleza (Ceara)
(WHO, 2002). Y que posteriormente se extendieron al sur a los estados de Mato
Grosso do Sul, o Sao Paulo (Brasil Ministério da Saude, 2006). Desde 1998 a 2010, se
han registrado un total de 32.459 casos de LV en 21 estados (Alvar y col., 2012).
Doblandose la incidencia de 1.500 casos de media al afio en los 80, a mas de 3.000
desde 2000 (Brasil Ministério da Saude, 2006). Actualmente, se registran en torno a
3.000 casos de LV por afio, con una incidencia de aproximadamente 1,85 casos por
100.000 habitantes (Maia-Elkhoury y col., 2008), junto con una seroprevalencia de
casos caninos por encima del 20% en muchos estados (Dantas-Torres y Brandao-
Filho, 2006).

La emergencia de la coinfeccién Leishmania/VIH esta asociada al solapamiento
de la distribucion geografica de ambos patdégenos, al que contribuyen la urbanizacién
de la leishmaniosis y la ruralizacién del SIDA (WHO 2002; Rangel y Vilela, 2008), este
fendmeno ha tenido en Brasil menos impacto del esperado, probablemente debido a la
amplia cobertura de tratamiento antirretroviral por parte del gobierno Brasilefio
(Rabello y col.,, 2003). Si bien el registro de casos de coinfeccibn muestra una
tendencia ascendente desde 25 casos registrados en 2001 a 78 en 2004,
representando el 2.3% de los casos de LV registrados ese ultimo afio. (OPS/OMS,
2006).

Entre 1981 y 2010, han sido notificados 141 casos en México, de ellos el 90%
pertenece al estado de Chiapas (Baez-Villasefior, 1952; OPS/OMS, 2006; Pastor-
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Santiago y col., 2012). Adema4s, se ha registrado una seroprevalencia en perros del
19% en este mismo estado (Pastor-Santiago y col., 2012), y del 11,9% en Mérida
(Arjona-Jimenez y col., 2012).

En América Central, L. infantum causa principalmente sintomatologia cutanea,
aunque se han diagnosticado algunos casos de LV (Zeled6n y col., 1982; Oliveira-Neto
y col., 1986; Carrillo y col., 1999; Zeledon, 1991; Ponce y col., 1991; Noyes y col.,
1997; Belli y col., 1999; Campos-Ponce y col.,, 2005; de Lima y col., 2009). En
Guatemala, el primer caso de LV reportado data de 1949, y desde 2000 a 2007 han
sido reportados 67 casos, con una incidencia a fecha del 2008 de 9,8 casos/100,000
habitantes (Alvar y col., 2012). En Honduras han sido notificados 300 casos desde
1974. El foco mas importante se encuentra en el sur del pais en la costa del pacifico,
afectando a los departamentos de Choluteca, Valle y El Paraiso. En la isla de El Tigre,
cerca de la costa del Pacifico se ha encontrado una seropositividad en perros por
encima del 15,6%. Aqui L. infantum causa principalmente LC atipica, sin embargo, la
incidencia de LV es de 0,03 casos por 100.000 habitantes (Ponce y col., 1991; Alvar y
col., 2012). En Nicaragua, el primer caso de LV del que se tiene constancia data de
1994 (Duarte y col.,, 1994) y son pocos los casos nuevos de LV notificados,
concentrdndose en su mayoria en la regién del pacifico. Por el contrario, es comdn
encontrar LC atipica causada por L. infantum (Darce y col., 1991; Belli y col., 1999;
Alvar y col., 2012).

Colombia es uno de los tres paises con mayor nimero de especies de
Leishmania (siete en total) que afectan al ser humano (Corredor y col., 1989). Existen
dos focos de LV claramente diferenciables; uno en la costa norte con Lu. evansi como
vector dénde se concentran el 88% de los casos, y el resto de casos acontecen en el
valle del rio Magdalena dénde Lu. longipalpis es el vector (Velez y col., 1995; Cortés y
Fernandez, 2008). EI mayor niumero de casos se presentan en los departamentos de
Coérdoba, Sucre, Bolivar, Tolima y Huila (Corredor y col., 1989; Travi y col., 2001), con
seropositividades en perros desde 5,1% al 31,5% dependiendo de la zona (Fernandez
y col., 2006; Romero y col., 2009).

En Venezuela se han detectado pequefios focos rurales de baja endemicidad en
casi todos los estados, aunque las mayores prevalencias se encuentran en los estados
de Anzoategui, Sucre, Monagas, Aragua, Lara o en Nueva Esparta (Isla Margarita)
dénde se han detectado el 26% de los casos totales del pais, y un 20% de perros
seropositivos (Convit y col., 1993; Zulueta y col., 1999; Zerpa y col., 2001; Feliciangeli
y col., 2005; 2006). Desde 1990 a 2007, han sido notificados 31 casos con una
incidencia global de 0,2 por 100.000 habitantes. Sin embargo, en Anzoéategui la

incidencia es mucho mas elevada (6 casos por 100.000 habitantes) (Zerpa, 2000).
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En Bolivia se han descrito tanto perros como vectores (Lu. Longipalpis)
infectados. Los casos de LV son raros (Garcia y col., 2009), 10 casos humanos en
2004 en Taypiplaya y 2 en 2010 en Puerto Suarez (Desjeux y col., 1983; Dimier-David
1991), y un caso de coinfeccién Leishmania-VIH en 2009 (Torrico y col., 2009).

En Paraguay se han diagnosticado 53 casos desde 2000 a 2005, pero con una
letalidad del 17%. El primer caso notificado data de 1913 aunque posiblemente fue
importado (Migone, 1913), y ya en 1945 se confirmd el primer caso autéctono
(Boggino y Maas, 1945). El 90% de los casos proceden del Departamento Central y
Capital (Asuncién), donde los casos humanos desde 1997 a 2004 ascienden a 23, con
un rango de seroprevalencia en perros del 3.1 y del 11.8% en esta misma zona
(Canese, 2000; OPS/OMS, 2006, Alvar y col., 2012).

El determinante méas importante en la emergencia de la LVZ son probablemente
los cambios ecoldgicos, demograficos y socioeconémicos que han acompafado al
proceso de urbanizacién, y que han tenido un importante impacto en la salud y el

bienestar de los desplazados (Utzinger y Keiser, 2006) (ver figura 1.16).
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Figura 1.16. Relacion causal de los cambios a nivel regional y la emergencia de
enfermedades representada como un binomio “Ecosistema Humano-Natural®
(Modificada de Wilcox y Gubler, 2005).

Uno de los aspectos socioecondmicos mas relevantes en la emergencia y

urbanizacion de la LV, lo constituyen los flujos migratorios constantes de la poblacion
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desde zonas pobres a las ciudades en busca de mejorar sus condiciones de vida
(Rangel y Vilela, 2008). En los ultimos 20 afios ha habido una migracion importante de
personas desde las zonas rurales a zonas urbanas. En la figura 1.17 se puede
observar el incremento en los ultimos afios de la poblacién viviendo en zonas urbanas
y en la figura 1.18, un ejemplo del incremento de casos de LV en zonas urbanas
respecto a los rurales en Brasil. El rapido crecimiento de las ciudades con areas
densamente pobladas, provoca la introduccién de personas no inmunes en areas con
ciclos endémicos o enzodticos de transmision (WHO., 2010), o viceversa, junto con la
ocupacién desorganizada de suburbios donde las condiciones sanitarias son escasas,
la malnutricion es comun y los perros son nhumerosos. Estos emigrantes llevan consigo
sus pertenencias y animales con los que mantienen un estrecho contacto, ya que los
alojan tanto dentro como en los alrededores de sus casas. En este contexto es
destacable la malnutricibn como un importante factor de riesgo para la adquisicion de
la enfermedad en humanos (WHO, 2002; Werneck, 2008).

[0 1900 @ 1975
[ 1925 @ 2000
@ 1950 M 2025

% de poblacién urbana

Africa Asia Europa América Norteamérica Oceania Globalmente
Latina

Figura 1.17. Porcentaje de personas viviendo en zonas urbanas en seis subregiones, y
globalmente, desde 1900 a 2000. *No existen datos de la poblacion en Africa y América
Latina en 1900 (Modificada de Utzinger y Keiser, 2006).

Es de suponer que uno de los aspectos determinantes en la urbanizacion de la
leishmaniosis en América Latina sea el comportamiento del vector, especialmente por
la flexibilidad tanto en sus habitos alimenticios como de adaptacion al medio (Costa,
2008).
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Figura 1.18. Distribucion por area de los casos confirmados de LV en Fortaleza y Ceara
(Brazil), desde enero de 2001 a diciembre de 2006 (Alburquerque y col., 2009).

La alteracion del ambiente ha llevado a la destruccion masiva del bosque
primario y a la creacién de nuevos ambientes modificados por el hombre. El desarrollo
concomitante de tierras de cultivo y nuevos asentamientos urbanos ha sido un
condicionante propicio para el nuevo asentamiento y expansion del vector Lu.
Longipalpis, favoreciendo el establecimiento de nuevos ciclos de transmision (WHO,
2002; Dantas-Torres, 2007). Todo esto ha facilitado el contacto directo entre el vector
y sus reservorios animales con los humanos, propiciando que la densidad de Lu.
longipalpis en casas y refugios de animales pueda alcanzar niveles muy altos (Tesh,
1995).

Otro factor que puede haber contribuido a la emergencia de LVZ es la
eliminacion o discontinuidad de las campafias de rociamiento anti-anofelinos, que ha

incrementado el nimero de vectores en el ambito peridoméstico (Oliveira y col., 2006).

1.5. LEISHMANIOSIS CANINA

La infeccién por L. infantum en perros fue descrita por primera vez en Tanez por
Nicolle y Comte en 1908 (Nicolle y Comte, 1908). La leishmaniosis canina (LCan)
acontece en 50 de los 88 paises donde la leishmaniosis humana esta presente y
afecta fundamentalmente a tres zonas geograficas: Brasil, China y la cuenca
mediterrdnea. La LCan causada por L. infantum es considerada mundialmente la
zoonosis mas importante (Solano-Gallego, 2009). Los perros son el principal animal de
compafiia y por lo tanto, en el entorno doméstico y peridoméstico, juegan un papel

fundamental como reservorios de la enfermedad en presencia de los flebotomos
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vectores (Gramiccia y Gradoni, 2005; Diniz y col., 2008). Se estima que el nimero de
perros infectados asciende a millones. Este alto porcentaje de perros infectados en
zonas endémicas representa no sélo un problema veterinario sino también de salud
publica, ya que la elevada prevalencia de LCan en un area es asociada con la
transmision de la infeccion a humanos (Costa, 2008).

En el perro la leishmaniosis por L. infantum presenta tanto manifestaciones
viscerales como cutaneas. El perro también puede infectarse de manera ocasional por
otras especies de Leishmania que pueden causar LV, LC y LMC en humanos (L.
donovani, L. tropica, L. braziliensis, L. peruviana, L. panamensis) (Dereure y col.,
1991; Llanos-Cuentas y col., 1999; Reithinger y Davies, 1999; Madeira y col., 2006;
Hassan y col., 2009; Solano-Gallego y col., 2009), aunque parece ser que el hecho de
gue el perro esté infectado por estas especies tiene escasa relevancia epidemioldgica
en la transmision al ser humano (Lemrani y col., 2002; Dantas-Torres, 2007). Las
especies de Leishmania que pueden infectar a los perros y su distribucion geografica

se muestran en la tabla 1.3.

Especiesde Leishmania Distribucion geogréfica Vectores probados Vectores sospechosos
L. infantum Cuenca Mediterranea Fhlebotomus perniciosus, P.ariasi P. longicuspis, P. syriacus, etc.
QOriente Medio F. peffiliewi, P.neglectus
P. langeroni, P.tobbi
Sudeste Asiatico, Iran, Armenia, P. kandelakii P. brevis, P. halepensis, etc.
Afganistan
Asia Central, China P. chinensis, P.alexandri P. smirmovi, P. transcaucasicus,

P. longiductus
L. infantumy/L chagasi Centro y sudamérica Lutzomyia longipalpis, Lu. Evansi Lu. antunesi, Lu. shannoni
Lu. olmeca olmeca

L. donovani Este de Africa P. orientalis, P. martini F. rodhaini

L tropica Norte de Africa P. sergenti, P. arabicus P. chabaudi, P.saevus

L. braziliensis Centroy sudamérica Lu. wellcomei, Lu. Spinicrassa Lu. Amazonensis, lu migonei,
Lu. whitmani, Lu.yucumensis, Lu. Panamensis, Lu. Paraensis,
Lu. carrerai carrerai, Lu. llanosmartinsi Lu. complexus, Lu pessoai, efc.

Lu. ovallesi, Lu. intermedia, Lu. gomezi
Lu. trapidoi, Lu. ylephiletor, Lu.umbratilis

L. peruviana Andes peruanos Lu peruensis, Lu verrucarum, Lu. Ayacuchensis  Lu. noguchii, Lu. pescei

L. panamensis América central Lu. trapidoi, Lu ylephiletor, Lu. gomezi Lu shannoni, Lu. ovallesi, etc.
Lu. panamensis, Lu hartmanni

Tabla 1.3. Distribucién geografica de las especies de Leishmania que infectan a perros y sus
flebotomos vectores (Adaptado de Solano-Gallego, 2009).

En cuanto al riesgo de adquirir la infeccién, se ha observado que los machos
pueden tener mayor riesgo de ser infectados que las hembras (Brandonisio y col.,
1992; Fisa y col., 1999; Zaffaroni y col., 1999; Zivicnjak y col.,, 2005). Aunque en
algunos estudios epidemioldgicos no se ha encontrado asociacion con el género del
perro (Abranches y col., 1991; Mir6 y col., 2007a).

Los perros son susceptibles de ser infectados a cualquier edad, pero la
prevalencia de la infeccion parece presentar una distribucion bimodal, con un pico en

perros menores de 3 afios y otro en perros de 8 a 10 afios de edad (Alvar y col., 2004).
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Por otro lado, no existe unificacion respecto a la susceptibilidad a la infeccion y
las razas de perros afectadas. En Francia, Portugal y Grecia, se ha observado que el
Pastor Aleméan (Ranque y col., 1997; Abranches y col., 1991), el Boxer (Ranque y col.,
1997), y el Doberman (Sideris y col., 1996) son las razas mas susceptibles. Por el
contrario en Brasil, se ha observado que los Cocker Spaniel de pelo largo, y los Boxer
son las razas mas afectadas (Franca-Silva y col., 2003). Mientras que en ltalia no se
ha observado mayor susceptibilidad en ninguna raza (Pozio y col., 1981). En contraste
se encuentra bien aceptada la resistencia de los Podencos Ibicencos en Espafa
(Solano-Gallego y col., 2000). Acorde con estas observaciones, parece muy probable
gue la resistencia o la susceptibilidad de los perros a la enfermedad pueda tener
ademas una base genética (Palatnik-de-Sousa y Day, 2011). Se postula que el gen
Slcllal (solute carrier family 11 member al) también denominado N-ramp 1 (Altet y
col.,, 2002, Sanchez-Robert y col., 2005), y algunos genes del complejo mayor de
histocompatibilidad (Quinnell y col., 2003; Sanchez-Robert y col., 2008) pueden estar

asociados a una mayor susceptibilidad a la leishmaniosis.

1.5.1. PATOGENESIS Y RESPUESTA INMUNE

El curso de la infeccidén por Leishmania en perros esté ligado tanto a la respuesta
inmune del hospedador como a la persistencia y multiplicacién del parasito (Reis y
col., 2010). Después de la infeccion, pueden desarrollarse dos tipos de respuesta
inmune mediada por los linfocitos T, una repuesta celular (Thl) asociada a la
inmunidad protectora y otra respuesta humoral (Th2) asociada a la susceptibilidad o
progresion de la enfermedad (Alvar y col., 2004; Baneth, 2008). Los diferentes
componentes de la respuesta inmune y las interacciones entre ambos tipos de
respuesta son realmente diversos y complejos. No observandose necesariamente uno
u otro extremo de estas respuestas, sino mas bien un espectro del balance entre las
mismas, (Cabral y col., 1998; Reis y col., 2006a; 2006b; Baneth, 2008) (figura 1.19).

El primer elemento necesario para el establecimiento de la infeccion es la
diseminacion organica del parasito. Después de la picadura del flebotomo, los
parasitos son distribuidos via linfatica o hematdégena a los nédulos linfaticos, bazo,

médula ésea y de ahi a otros 6rganos (Molyneux y Ashford, 1983).
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Figura 1.19. Espectro clinico en perros segln la respuesta inmunologica presentada (Reis y
col., 2010).

La resistencia en LCan va a estar asociada a bajos niveles de anticuerpos y a la
existencia de respuesta inmune celular (Thl), con la produccién de citoquinas por
parte de células T activadas (CD4+), como; interferén y (IFN-y), interleukina-2 (IL-2) y
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) (Pinelli y col., 1994), que estimulan la actividad
leishmanicida de los macréfagos (Vouldoukis y col., 1996). Siendo el 6xido nitrico
producido por estos macréfagos activados el principal efector capaz de inducir la
muerte de los amastigotes de Leishmania (Santos-Gomes y col., 2002; Holzmuller y
col., 2006). La evaluaciéon de parametros como proliferacion de células mononucleares
de sangre periférica (PBMCs) después de la estimulacion antigénica, expresion de
IFN-y, TNF-a, CD4+, CD8+, células B o test de leishmanina positivo pueden ser
usados como marcadores de resistencia (Reis y col., 2010).

La susceptibilidad a la enfermedad va estar determinada por una marcada
respuesta humoral (Th2) y una reduccidbn o depresién en la produccion de la
inmunidad mediada por células (Barbieri, 2006). La depresion de la funcién de células
T (CD4+) es manifiesta (Sacks y col., 1987; Carvalho y col., 1989). La respuesta Th2
induce la aparicion de interleuquina 4 (IL-4) y 10 (IL-10) que promueven la
estimulacion de los linfocitos B (Guarga y col., 2000; Noben-Trauth y col., 2003),
generando elevadas concentraciones de y-globulinas, tanto especificas como
inespecificas (Persechino y Oliva, 1986). IL-10 es considerada el regulador de la
respuesta Thl, manteniendo el balance entre las respuestas Thl y Th2. Un
incremento en la expresion de parametros como IL-10 y TGF-B (Factor de crecimiento
transformante-beta), como inmunodepresores de la respuesta celular, o de anticuerpos
presentes en suero como IgG, IgM, IgA e IgE, estan relacionados con la progresion de

la enfermedad clinica (Reis y col., 2010).
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Figura 1.20. Respuesta inmune ante Leishmania (Adaptado de Baneth, 2008).

Los diferentes balances entre todos los factores implicados van a condicionar el
espectro de las formas clinicas en la LCan en perros naturalmente infectados en cuyos
polos se encuentran por un lado los perros con sintomatologia severa con infeccién
generalizada y por el otro perros completamente asintomaticos o con sintomatologia
leve (Barbieri y col., 2006; Reis y col., 2010). El cuadro clinico en el perro puede ser
valido para orientar el diagnéstico de la LCan. El periodo de incubacién puede oscilar
entre varios meses e incluso mas de un afio (Rioux y col., 1979; Lanotte y col., 1979;
Gaetay col., 1994).

Los signos clinicos mas comunmente observados son linfadenopatia local o
generalizada y alteraciones cutdneas. Los signos cutaneos incluyen dermatitis
localizadas producidas por el vector en el punto de inoculacion o generalizadas,
coincidiendo con la diseminacién del parasito (dermatitis queratoseborreica, ulcerativa,
nodular o papulo-pustulosa) (Hervas y col., 1996; Fondevila y col., 1997; Solano-
Gallego y col., 2004; Ordeix y col., 2005; Giunchetti y col., 2006). Se pueden observar
lesiones cutaneas en mas del 80% de los perros (Baneth y col., 2008), asi como
hiperqueratosis nasales y/o plantares, depigmentacion nasal, inflamacién periungueal,
onicogrifosis y eritema multiforme (Font y col., 1996; Blavier y col., 2001). También es
posible encontrar piodermas bacterianos secundarios a algunas lesiones cutaneas.

Las linfadenopatias localizadas o generalizadas se caracterizan por un aumento
en el tamafo de los nddulos linfaticos. Se detectan altas cargas parasitarias en los
mismos y se ha observado elevada expresion de IL-10 y TGF-f en los nddulos

linfaticos preescapulares (Alves y col., 2009). Sin embargo, aunque sean uno de los
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signos que se presentan con mayor frecuencia (Slappendel, 1988), no aportan
informacion especifica sobre la gravedad de la enfermedad (Lima y col., 2004;
Mylonakis y col., 2005).

A medida que la enfermedad avanza comienza la aparicion de manifestaciones
viscerales. Las reacciones inflamatorias proliferativas son las causantes de infiltracion
celular, que se hace extensiva provocando alteracion estructural y funcional progresiva
de los 6rganos afectados (Bourdeau y Groulade, 1988; dos-Santos y col., 2004). La
continua estimulacién antigénica y el exceso en la produccion de anticuerpos son la
causa de que se origine una hipergammaglobulinemia crénica, que da lugar a la
formacion y depdsito de inmunocomplejos. Estos inmunocomplejos alteran el sistema
de coagulacion y el flujo sanguineo al depositarse en localizaciones organicas tales
como vasos sanguineos (coagulaciones intravasculares, vasculitis) (Pumarola y col.,
1991; Font y col., 1994), bazo, higado, ojos (Garcia-Alonso y col., 1996a) o rifiones
(glomerulonefritis membranosa) (Poli y col., 1991; Nieto y col., 1992; Zatelli y col.,
2003). Por otro lado, también se favorece la diseminacion del parasito ya que durante
la opsonizacion del amastigote los anticuerpos facilitan su fagocitosis por parte del
macrofago (Slappendel, 1988; Goto y Prianti, 2009). Los amastigotes libres provocan
lesiones vasculares en pequefias arterias en numerosos érganos como: piel, tracto
intestinal, rifiones, ojos y pulmones (Pumarola y col., 1991). Los amastigotes y los
depdsitos de IgG en los miocitos, provocan necrosis y atrofias en el tejido muscular
(Vamvakidis y col., 2000). La formacion de autoanticuerpos es la responsable de la
destruccién de los eritrocitos que provoca una anemia no regenerativa que esta
presente en alrededor de un 40% de los enfermos crénicos (Ciaramella y col., 1997;
Koutinas y col., 2001). La liberacién de citoquinas por parte de los macréfagos es la
causa de los trastornos generales de la enfermedad como fiebre, adelgazamiento,
astenia y atrofia muscular (Ciaramella y col., 1997; dos-Santos y col., 2008).

El bazo de animales infectados por L. infantum, se caracteriza por un infiltrado
celular mononuclear en la pulpa roja y la sustitucion de linfocitos por macréfagos en la
pulpa blanca (Alexandre-Pires y col., 2006). La hipertrofia del bazo es un signo poco
frecuente (< 20%) (Almeida y col., 2005). En el higado, la presencia de infiltrados
inflamatorios provoca la formacién de granulomas, hiperplasia e hipertrofia de las
células de Kupffer. La parasitacion de los hepatocitos provoca alteraciones
morfologicas que afectan a la funcionalidad del higado (Vianna y col., 2002). Existe
una predominante acumulacién de IL-10 en estos animales asociada a una elevada
carga parasitaria (Lage y col.,, 2007). Los animales afectados pueden presentar
vomitos, pérdida de peso, poliuria, polidipsia, ascitis e incremento de enzimas

hepéticas. Giunchetti y col. (2008) destacan la asociacion existente entre las
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alteraciones hepaticas y la progresion de la enfermedad. En los rifiones, el depésito de
inmunocomplejos circulantes causa dafio tanto glomerular como tubular. Si el namero
de inmunocomplejos es muy elevado provoca una glomerulonefritis aguda o
extramenbranosa que acaba causando fallo renal (Lopez y col., 1996; Benderitter y
col., 1988). Las lesiones articulares y O6seas, como consecuencia del depoésito de
inmunocomplejos en las cavidades articulares pueden manifestarse en forma de
cojeras y se consideran erosivas en los estados cronicos de la enfermedad (Wolschrijn
y col., 1996).

Los problemas oculares son consecuencia de infiltrados de células plasmaticas y
macréfagos parasitados que causan lesiones en distintas estructuras oculares y que
afectan a ambos segmentos del ojo provocando; blefaritis, conjuntivitis o queratitis
(Pena y col., 2000; Naranjo y col., 2005; Pena y col., 2008) y en menor frecuencia
hemorragias retinianas, iridociclitis, coriorretinitis, uveitis o desprendimiento de retina
(Garcia-Alonso y col., 1996b). Las hemorragias en mucosa nasal (epistaxis), en
mucosa vesical (hematuria) o en mucosa intestinal (melena), pueden estar asociadas
a ulceraciones tisulares, lesiones inflamatorias o a un defecto de la funcionalidad
plaquetaria (Juttner y col., 2001; Ciaramella y col., 2005; Petanides y col., 2008). Se
han descrito vasculitis inmunomediadas por depdsitos de inmunocomplejos que

contribuyen a estos procesos hemorragicos (Pumarola y col., 1991).

1.5.2. ALTERACIONES CLINICO- PATOLOGICAS

Los resultados de la analitica pueden orientar el diagnéstico, sobre todo en los
casos dudosos, y contribuyen a conocer el estado general del animal. Ademas,
suponen un apoyo importante en el seguimiento de los perros tras el tratamiento. El
hemograma suele caracterizarse por la presencia de anemia, leucopenia en las formas
graves y trombocitopenia, por afeccién del sistema hematopoyético. En el perfil
bioquimico hepato-renal, observamos en algunos casos valores elevados de enzimas
hepaticas y, en animales con lesiones renales, una elevacion de la creatinina y urea
por la deposicién de inmunocomplejos a nivel del glomérulo renal (Rallis y col., 2005).
En el proteinograma destaca la hipergammaglobulinemia y la inversion del cociente
albamina/globulinas, estando la hipoalbuminemia asociada a un incremento de las
globulinas (Martinez-Subiela y col., 2002). Puede observarse un incremento del
cociente proteinas/creatinina en orina y la presencia de ciertas enzimas hepéaticas en

la misma (Palacio y col., 1995).
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1.5.3. DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSIS CANINA

La LCan es una enfermedad que puede presentar gran variedad de signos
clinicos, con ausencia de manifestaciones patognoménicas, que hacen que la
infeccion por Leishmania comparta muchas caracteristicas clinicas y patoldgicas con
otras enfermedades caninas (Ferrer, 1999). El diagnostico diferencial debera
establecerse siempre que los animales enfermos presenten signos clinicos
compatibles con la LCan (Miré y Molina, 2007). Por otro lado, la baja sensibilidad en la
deteccion del parasito por los métodos diagnésticos convencionales y las diferentes
respuestas inmunitarias que presentan los perros infectados por L. infantum (Barrouin-
Melo y col., 2004; Gomes y col., 2008; Mateo, 2007), hacen necesario un diagnéstico
basado en un enfoque integrado, teniendo en cuenta anamnesis, signos clinicos,
resultados hematolégicos, bioquimicos y urinarios, evidenciar la presencia del parasito
o evaluar la respuesta inmune (Paltrinieri y col., 2010). Llegar al diagnéstico preciso de
LCan puede ser complejo, el diagnéstico de LCan debe ser fiable, tanto en los
pacientes enfermos como en aquellos infectados de manera subclinica (Alvar y col.,
2004).

En areas endémicas la leishmaniosis clinica representa solamente la punta del
“‘iceberg”, pero la realidad es que la mayoria de la poblacion que esta expuesta al
parasito puede llegar a infectarse sin manifestar la enfermedad de forma evidente
(Leontides y col., 2002; Baneth y col., 2008) (ver figura 1.21).

Enfermedad clinica

Seropositivo

Seronegativo

TREMDS i Parasiioiogy

Figura 1.21. Representacion esquematica de la distribucion de leishmaniosis
en la poblacién canina en un foco endémico (modificada de Baneth y col.,
2008).
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De hecho, no se debe olvidar que los perros asintomaticos también son
infectivos para los vectores, aunque en menor medida que los sintomaticos (Campino,
2000). Por lo tanto, la deteccion temprana de los animales infectados, particularmente
antes de la aparicion de los primeros sintomas e incluso antes de la seroconversion,
es un punto critico para evitar la dispersion de la infeccion, como seria el caso del
control de la leishmaniosis humana (Maia y Campino, 2008). La infeccién subclinica no
es necesariamente permanente y factores como la inmunosupresibn u otras
enfermedades concomitantes pueden romper el equilibrio y orientarlo hacia la
aparicion de signos clinicos (Solano-Gallego y col., 2011), como se observa en
humanos en la coinfeccion Leishmania-VIH (Alvar y col., 2008).

1.5.3.1. ANAMNESIS
Para realizar una anamnesis exhaustiva se debe tener en cuenta la edad, sexo y
raza del perro. Asi como otros datos epidemioldgicos relevantes como el habitat, tipo
de actividad que realizan, si el perro vive o ha viajado a zona endémica y ha estado
expuesto a la picadura de los flebotomos. Y si en tal caso el perro ha recibido
tratamientos preventivos contra los flebotomos o que puedan interferir en la eficiencia

del sistema inmune (Paltrinieri y col., 2010).

1.5.3.2. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagnéstico del laboratorio puede llevarse a cabo usando diferentes métodos:
parasitologicos, con observacion directa del parasito, deteccion de ADN, o indirectos
mediante el uso de técnicas inmunoldgicas. Dependiendo de las razones que pueden
llevar a la realizacibn de pruebas en laboratorio (estudios epidemioldgicos,
investigacion, confirmacion rutinaria de la infeccidbn por Leishmania, o control
terapéutico) existen diferentes pruebas disponibles. Todas ellas van a tener unos
margenes de sensibilidad y especificidad, reacciones cruzadas con otros agentes
infecciosos, asi como una distinta relacion coste/complejidad en la realizacion, la
eleccion de una u otra prueba (o combinacion de ellas) va a depender del objetivo
planteado (Schallig y col., 2004; Baneth y Aroch, 2008; Gomes y col., 2008).

1.5.3.2.1. METODOS DIRECTOS

Son los mas fiables ya que consisten en evidenciar el parasito por visualizacion
directa (observacién microscépica de frotis o cultivo) o mediante técnicas de biologia
molecular como la PCR. Es un método que goza de una alta especificidad, en cambio

la sensibilidad est4 condicionada por factores como el tipo de muestra biologica
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elegida o la fase en la que se presente la enfermedad, que va asociada a la carga
parasitaria (Saridomichelakis y col., 2005; Mateo, 2007; Manna y col., 2009).

1.5.3.2.1.1. EXAMINACION MICROSCOPICA

Se puede llegar a un diagnostico de certeza, con la observacién microscopica de
los amastigotes de Leishmania en distintas muestras bioldgicas; frotis tefidos
mediante métodos metacromaticos convencionales (Giemsa, May-Grunwald, Diff-
Quick) de 6rganos o tejidos infectados normalmente: a partir de biopsias o aspirados
de 6rganos hematopoyéticos (médula dsea, nddulo linfatico, fluido sinovial, higado o
bazo), asi como de piel y sangre (Alvar y col., 2004; Saridomichelakis y col., 2005).
Las muestras son obtenidas por procedimientos mas o menos invasivos, y no siempre
se llega a la observacion del parasito (sobre todo en perros asintomaticos), debido a la
baja sensibilidad de la técnica (Ferrer, 1999; Alvar y col., 2004). Sin embargo hay que
tener en cuenta que el hallazgo de Leishmania en médula 6sea o nédulo linfatico, no
siempre va a indicar que los signos clinicos observados van a estar provocados por
éste parasito. Pero encontrar el parasito en los tejidos que presenten lesiones
compatibles con leishmaniosis, si que es evidencia de que el parasito es el que causa

las lesiones (Paltrinieri y col., 2010).

1.5.3.2.1.2. CULTIVO

El cultivo “in vitro” de diferentes tejidos puede mejorar la sensibilidad de la
deteccién parasitaria mediante microscopia. Aunque no todas las especies y cepas de
Leishmania tienen la misma tasa de crecimiento, ni todos los tejidos y érganos, aun
siendo del mismo perro, poseen la misma carga parasitaria, realizando réplicas
seriadas se puede incrementar la sensibilidad diagnostica (Evans, 1989). Los medios
de cultivo usados pueden ser: monofasicos como medio de Drosophila de Schneider,
M199, RPMI, medio de Grace, o difasicos como Novy-McNeal-Nicolle (NNN) o infusion
de cerebro y corazén. Siendo el mas utilizado el NNN. Los materiales biolégicos con
mayor tasa de positivos son aspirado de bazo (AB), nédulo linfatico (NL) y médula
6sea (MO) (Madeira y col., 2006; Maia y col., 2009). Algunos autores postulan que el
AB debe de ser el 6rgano de eleccion para cultivo (Barrouin-Melo y col., 2005; Rosypal
y col., 2005b). Sin embargo, debido a que la toma de muestra en estos casos es muy
invasiva, se puede usar aspirado de NL popliteo y MO como muestra alternativa en el
diagnéstico. Aunque es 100% especifico, debido a inconvenientes como el retraso
diagnostico (en ocasiones puede superar las cuatro semanas) (Maia y col., 2009), y la

posibilidad de contaminaciones, queda en un segundo plano en cuanto al diagndstico.
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Y se utiliza sobre todo en estudios epidemiolégicos que requieren el aislamiento del
parasito para su posterior tipificacion (Alvar y col., 2004; Maia y Campino, 2008).

1.5.3.2.1.3. REACCION EN CADENA POR LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de PCR consiste en la amplificacion de fracciones de ADN de
Leishmania extraidas a partir de diferentes tipos de muestras biolégicas. Es util para
determinar la presencia e identificacién de parasitos en los casos activos, y también
sirve para monitorear la cura parasitolégica después de un tratamiento. Se considera
una técnica de elevada especificidad y sensibilidad, sobre todo si el fragmento diana
posee multiples copias (como el gen que codifica el ARN de la subunidad pequefia del
ribosoma o los minicirculos de ADN del kinetoplasto), y mas aun si se utiliza una
nested-PCR (PCR anidada) en lugar de una PCR convencional (Roura y col., 1999;
Fisa y col., 2001; Muller y col., 2003, Cortés y col., 2004).

La sensibilidad y especificidad de la PCR es mayor en muestras de médula
0sea, nbdulo linfatico, bazo o piel (Manna y col., 2004; Maia y col., 2009; Reis y col.,
2009). Aunque se puede encontrar ADN de Leishmania en otras muchas muestras
(Andrade y col., 2002; Reithinger y col., 2002; Barrouin-Melo y col., 2005; Diniz y col.,
2005; Rosypal y col., 2005b; Franceschi y col., 2007). Usando sangre periférica, la
toma de muestras es mas simple y menos invasiva, lo que facilita el diagndstico y la
aceptacion por parte de los duefios. Pero la duracion, constancia e intensidad de la
parasitemia en los perros es todavia desconocida, pudiendo acontecer falsos
negativos especialmente en perros asintométicos (Lachaud y col., 2002). Hay que
destacar que un resultado PCR negativo en un perro clinicamente sospechoso, no es

suficiente para descartar la infeccion (Baneth y Aroch, 2008).

1.5.3.2.1.4. PCR A TIEMPO REAL (RT-PCR)

La técnica de PCR a tiempo real (RT-PCR), permite la identificacién y
cuantificacién precisa del ADN en el material de partida. Pudiendo tener la sensibilidad
de una nested-PCR sin perder especificidad (Francino y col., 2006) y determinar la
carga parasitaria de la muestra estudiada, de especial utilidad en el seguimiento
durante el tratamiento (Pennisi y col., 2005; Manna y col., 2008a; Quaresma y col.,
2009). Han sido desarrollados diferentes protocolos basados en el uso de sondas
fluorescentes para monitorizar la amplificacion de los productos de PCR (Roldo y col.,
2004). Actualmente es una técnica muy Util para monitorizar la eficacia del tratamiento
de la leishmaniosis y predecir posibles recidivas asociadas al acantonamiento de
parasitos residuales en algunos tejidos durante el seguimiento (Pennisi y col., 2005;

Francino y col., 2006; Manna y col, 2008a; Solano-Gallego y col., 2009).
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1.5.3.2.2. METODOS INDIRECTOS

Las técnicas mayoritariamente utilizadas en el diagnéstico de la LCan son la
inmunofluorescencia indirecta (IFl), la técnica de enzimoinmunoensayo (ELISA) y los
test inmunocromatograficos o dipsticks (ICT) (Solano-Gallego y col., 2009). Existe una
correlacion positiva clara entre la titulacion de anticuerpos anti-Leishmania y la
presencia de signos clinicos de la enfermedad (Solano-Gallego y col., 2001; Reis y
col., 2006; Teixeira Neto y col., 2010). Un elevado titulo de anticuerpos podria
confirmar una LCan, sin embargo, un titulo bajo, no debe ser confirmativo de la
infeccion por Leishmania, ya que la patologia que presenta el perro podria ser debida
a otra causa, sobre todo en perros asintomaticos o que presenten cuadros clinicos
atipicos (Solano-Gallego y col., 2011). Es recomendable la realizacion de mas de un
test seroldgico para mejorar el diagndstico (Campino, 2000). Un resultado claramente
positivo por cualquiera de estas técnicas, junto a un cuadro clinico compatible, puede
ser suficiente para establecer el diagndéstico definitivo, pero hay que ser cautos a la
hora de interpretar un resultado dudoso, y tener en cuenta que en la naturaleza la
seroconversion de los perros puede ocurrir de 1 a 22 meses (media: 5 meses) tras la
infeccién (Moreno y Alvar, 2002).

Los ensayos seroldgicos tienen a su vez problemas intrinsecos como son la
persistencia de anticuerpos especificos después de la recuperacion o las reacciones
cruzadas con otros patdégenos como Trypanosoma cruzi y Ehrlichia canis (Ferreira y
col., 2007). Por ello, se necesitan altos niveles de sensibilidad y especificidad en las
técnicas para evitar los falsos negativos que pueden subestimar las tasas de infeccion
en &reas endémicas, y los falsos positivos que pudieran llevar a eutanasia o
tratamiento innecesario en perros no infectados.

En zonas endémicas, la respuesta humoral con inmunoglobulinas especificas en
general es muy intensa pero puede subestimar las tasas de infeccion (Alvar y col.,
2004), ya que la producciéon de anticuerpos es baja al principio, al final de la infeccién,
o en infecciones asintomaticas. Los perros infectados generalmente van

incrementando gradualmente el titulo de anticuerpos con el tiempo (Oliva y col., 2006).

1.5.3.2.2.1. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

La técnica de IFl es considerada el método de referencia del diagndstico
seroldgico por la Organizacion Mundial de la Salud Animal (OIE) (Gradoni y Gramiccia,
2000). Este test, el cual usa como fuente antigénica una suspension de promastigotes
completos de Leishmania, es muy util en estudios epidemioldgicos, deteccion de casos

clinicos, y seguimiento después del tratamiento (Fernandez-Pérez y col., 1999;
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Gradoni, 2002; Mancianti y col., 1996; Alvar y col., 2004). El titulo de corte establecido
oscila entre 1:40 y 1:360, y varia segun el laboratorio (Solano-Gallego y col., 2009).
Sin embargo, su realizacion requiere de habilidad, experiencia y equipamiento
especifico (microscopio de fluorescencia). Se dispone de unos cuantos test
comerciales para perros, aunque los antigenos obtenidos en laboratorio son
normalmente mas efectivos (Gradoni, 2002). La sensibilidad descrita abarca desde un
21,6% (Silva y col.,, 2001) a un 100% (Ciaramella y col., 1997). Se pueden dar
reacciones cruzadas con Trypanosoma cruzi en areas endémicas para ambas
enfermedades (América Latina y sur de los Estados Unidos) (Camargo y Rebonato,
1969; Kjos y col., 2008).

1.5.3.2.2.2. TEST DE AGLUTINACION DIRECTA (DAT)

Este método se basa en el uso de promastigotes tefiidos, bien en suspensién o
liofilizados. Puede ser llevado a cabo tanto en suero como en plasma. Es barato y
simple de realizar, el uso del antigeno liofilizado hace que esta técnica sea adecuada
para su uso tanto en el terreno (Neogy y col., 1992; Schallig y col., 2002a), como en el
laboratorio (Meredith y col., 1995). En varios estudios llevados a cabo en perros de
zonas endémicas de LV, el DAT ha mostrado una sensibilidad del 70,6% (Mohebali y
col., 2004) y del 100% (da Silva y col., 2006) y una especificidad del 84,9% (Mohebali
et al.,, 2004) y del 100% (Neogy y col., 1992; Schallig y col., 2002a). Este método
posee algunas de las limitaciones como son el periodo de incubacion (18 h) y que se
deben realizar diluciones seriadas. Esto ultimo hace tedioso el analisis de un gran
namero de muestras (el Harith y col.,, 1989); Gomez-Ochoa y col. (2003) han
desarrollado un “Easy DAT”, con algunas modificaciones al protocolo original que le
confieren una reduccion en el coste y disminucién del tiempo de elaboracion del
antigeno. Existe también un test rapido de aglutinacién para cribado (FAST, fast
agglutination screening test) gue combina una elevada concentracién de parasitos con
una reduccién del volumen a testar. Requiere una sola dilucion y los resultados se
pueden obtener en 3 horas. Se han obtenido sensibilidades desde 93,6% a 97,7% y
especificidades desde 89,0% a 93,0%, en sueros de perros con LCan (Schallig y col.,
2002b;2004).

1.5.3.2.2.3. ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA)

La técnica de ELISA puede ser usada tanto en terreno como en laboratorio, ya
gue permite el andlisis de gran niumero de muestras en poco tiempo, es facil de
realizar y se puede llevar a cabo con varios antigenos. Aunque existen algunos kits

comerciales rapidos (dot-ELISA -membrana de nitrocelulosa- o Snapl CLATK -se
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puede realizar en sangre completa-) (Vercammen y col., 1998; Ferroglio y col., 2008),
la mayoria de los protocolos en la mayoria de los laboratorios son desarrollados “in-
house” (Paltrinieri y col., 2010). La seropositividad es objetiva ya que la reaccién
colorimétrica se lee con un espectrofotometro. La sensibilidad y especificidad de la
técnica de ELISA va a depender del antigeno de eleccion, que puede ser desde
proteinas somaticas escasamente purificadas, hasta componentes estructurales,
proteinas de membrana, péptidos sintéticos o proteinas recombinantes (Porrozzi y
col., 2007; Mir6 y col., 2008). Ademéas se han desarrollado diferentes variantes del
método clasico (ELISA competitivo, Dot-ELISA, FAST-ELISA) que son de gran utilidad
en los estudios de campo por su simplicidad, rapidez de ejecucion y sensibilidad, y
muy Utiles para estudios epidemiolégicos en areas endémicas de la LCan (Dietze y
col., 1995; Cardoso y col., 2004; Mateo, 2007). Las sensibilidades abarcan desde 94.1
a 100% y especificidades hasta del 100% (Fisa y col., 1997; Mettler y col., 2005).

El uso de proteinas recombinantes permite aumentar la especificidad. Como es
el caso del antigeno recombinante rK39, que ha sido evaluado como un buen
marcador de LCan (Rhalem y col., 1999; Scalone y col., 2002; Mettler y col., 2005).
Las distintas sensibilidades y especificidades para ELISA con diferentes antigenos
recombinantes puede verse en la tabla 1.4. Aunque en vista de los resultados
obtenidos, solo el antigeno rK39 y el antigeno quimérico mdailtiple rLiP2a—rLiP2b—

rLiPO-rH2A se encuentran comercializados.

Antigeno Referencia Sensibilidad (%) Especificidad (%)
rLdA2 Carvalho y col., 2002 87,0 100,0
Hsp70 Andrade y col., 1999 75,0 -
rLiPO Soto y col., 1995a 78,0 -
rLiP2a, rLiP2b Soto y col., 1995b 80,0 100,0
rHSp83 Angel y col., 1996 88,0 -
rHSp70 (FAST) Quijaday col., 1996 100,0 100,0
rLiH3 (FAST) Soto y col., 1996 81,00 100,00
LI gp63 Morales y col., 1997 100,0 -
LiP2a-rLip2b-rLiPO-rLiH4 (FAST) Soto y cal., 1998 79,0-93,0 96,0-100,0
Hsp70, KMP-11 Nieto y col., 1999 100,0 -
rLiH2A, rLiH2B, rLiH3,rLiH4 (FAST) Soto y cal., 1999 44,0-72,0 -
rPSA Boceta y col., 2000 100,0 -
rk-9 Rosati y col., 2003 95,0 100,0
1K-26 Rosati y col., 2003; Roséario 99.1-100,0 96,0-100,0
y col., 2005
rk-39 Rosério y col., 2005 95,0-98,1 100,0
rK-40 Mettler y col., 2005 52,9-64,7 96,0-100,0
rk-9-rk26-rk-39 Boarino y col., 2005 96,0 99,0

Tabla 1.4. Sensibilidad y especificidad de diferentes antigenos recombinantes usados en
ELISA (Adaptado de Maia y Campino, 2008).
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1.5.3.2.2.4. TEST INMUNOCROMATOGRAFICO RAPIDO (ICT)

Los test inmunocromatogréficos rapidos (ICT) o “dipsticks” usados para la
deteccion cualitativa de anticuerpos anti-Leishmania, estan recientemente disponibles.
Son muy atractivos ya que su formato es simple, son faciles de usar y la respuesta es
inmediata, pudiendo ser realizados por el mismo profesional veterinario, siendo ideales
para su uso en el terreno (Gradoni, 2002; Reithinger y col., 2002; Mohebali y col.,
2004; Mettler y col., 2005; Otranto y col., 2005; Rosypal y col., 2005b, Lemos y col.,
2008). Se dispone comercialmente de un ICT basado en una tira de nitrocelulosa con
el antigeno rK39 (epitopo repetitivo basado en una kinesina de Leishmania) que se
encuentra altamente conservada en las especies viscerotropicas del parasito; L. (L.)
donovani, y L. (L.) infantum (Burns y col., 1993).

El rK39-ICT ha mostrado ser muy sensible y especifico tanto para el diagndstico
de LV humana (Sundar y col., 1998; Jelinek y col., 1999; Bern y col., 2000; Delgado y
col., 2001; Zijlstra y col., 2001; Carvalho y col., 2003) como LV canina (da Costa y col.,
2003; Mohebali y col., 2004; Otranto y col., 2004; Toz y col., 2004; Mettler y col., 2005,
Lemos y col., 2008). En varios estudios se ha descrito una pérdida de sensibilidad de
este test al ser aplicado en perros, sobre todo en asintoméaticos; registrando
sensibilidades del 72 a 77% (Reittinger y col., 2002), 83% (Lemos y col., 2008), 6 96%
(da Costa y col., 2003). Sin embargo, las reacciones cruzadas son menos frecuentes
cuando se usan antigenos recombinantes como el rK39 (Boarino y col., 2005; Porrozzi
y col.,, 2007). Aunque han sido descritos falsos positivos debidos a reacciones
cruzadas con Neospora caninum y Hepatozoon canis (Mettler 2005), pero por el
contrario, no se conocen reacciones cruzadas con L. braziliensis o T. cruzi (Qu y col.,
1994; Burns y col., 1993; Badaré y col., 1996; Delgado y col., 2001; da Costa y col.,
2003). El rK39-ICT puede ser util para confirmar los casos clinicamente sospechosos
debido a su elevada especificidad en perros sintomaticos (Mettler y col., 2005, Lemos
y col., 2008).

1.6. CONTROL DE LA LVZ

La complejidad de la enfermedad y el hecho de que la LVZ sea una enfermedad
de gran importancia en medicina humana y veterinaria, hacen que el control efectivo

de la misma necesite de un enfoque multidisciplinar (Palatnik de Sousa y Day, 2011).
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Las estrategias propuestas para el control se deben centrar a nivel de:
1. Vector:

i) Control vectorial

ii) Profilaxis
2. Hospedador vertebrado:

i) Diagnadstico precoz de los casos humanos.

ii) Control de reservorios domésticos.

iif) Inmunoterapia.
3. Parésito:

i) Quimioprofilaxis.

i) Quimioterapia.

En América Latina, siguiendo las recomendaciones de la OPS/OMS, el control
de la LVZ se centra en: a) el tratamiento de casos humanos, b) sacrificio de perros
infectados, y c) tratamiento con insecticidas de las viviendas humanas y del reservorio
canino (Tesh, 1995; Palatnik de Sousa y Day, 2001). Pero se reconoce al mismo
tiempo la dificultad de llevar a cabo el sacrificio de los perros infectados en paises
sumamente sensibilizados con el bienestar animal (Desjeux, 1996; WHO, 1996). Por
ello, las medidas de control se han centrado en acciones frente a los insectos
vectores, la quimioterapia y la busqueda de vacunas.

El diagnéstico temprano y el tratamiento de los pacientes humanos son
esenciales, pero su impacto en la transmision de la enfermedad sera escaso si ho se
aborda conjuntamente al perro como reservorio y a los vectores (Dye, 1996; Palatnik

de Sousay col., 2001; Romero y Boelaert, 2010).

1.6.1. VECTOR

1.6.1.1. CONTROL VECTORIAL
El control vectorial supone un elemento muy importante en las estrategias
globales de control de las principales enfermedades de transmision vectorial (Townson
y col., 2005). Para evitar la progresion de la transmisién de la LCan se deben adoptar
estrategias que impidan la picadura del vector e incluso que reduzcan sus poblaciones
(Alexander y Maroli, 2003; Solano-Gallego y col., 2009). Las siguientes acciones
pueden ser llevadas a cabo:
) Evitar la presencia de habitats favorables para los flebotomos en las

proximidades de las viviendas, reduciendo los lugares de cria y acumulaciones
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de materia organica (Killick-Kendrick, 1999; Kishore y col., 2006; Sharma y
Singh, 2008).

II) Proteccion de las viviendas y de las casetas de los perros con telas mosquiteras
apropiadas (Mir6 y col., 2007).

Ill) Mantener al perro en el interior de la vivienda, fundamentalmente desde el
atardecer hasta el amanecer, durante la época de actividad del flebotomo
(Zaffaroni y col., 1999; Martin-Sanchez y col., 2009; Galvez y col., 2010).

IV) Rociamiento de viviendas con insecticidas residuales (Alexander y Maroli, 2003;
Sharma y Singh, 2008; Quinnell y Courtenay, 2009).

V) Aplicacion de insecticidas de uso topico (collares, pipetas o aerosoles) en el
perro (Alexander y Maroli, 2003; Mir6 y col., 2008; Quinnell y Courtenay, 2009).

La lucha antivectorial frente a los flebotomos mediante el uso de insecticidas sélo
se puede emplear con los individuos adultos, debido al desconocimiento que se tiene
de los lugares precisos donde se desarrollan las fases larvarias (Killick-Kendrick, 1999;
Sharma y Singh, 2008). El uso extensivo de insecticidas para el control vectorial ha
suscitado preocupaciéon en lo concerniente a la toxicidad, aparicion de resistencias,
bioacumulacion y los efectos adversos que pudieran tener tanto sobre el ambiente
como en la salud de la poblacion humana. Aunque los flebotomos son en general
bastante sensibles a los insecticidas comunmente utilizados en la lucha antivectorial,
se han descrito resistencias, sobre todo cuando se han usado a gran escala
(Alexander y col., 2009), particularmente al DDT (Singh y col., 2001), a la deltametrina
y a la permetrina (Amalraj y col., 1999).

Los habitats domésticos y peridomésticos son los mas apropiados para el
rociamiento con insecticidas (Alexander y Maroli, 2003; Sharma y Singh, 2008). La
OMS recomienda el uso del DDT Unicamente en fumigaciones intradomiciliarias (WHO
2011, van den Berg y col., 2012). El control intradomiciliario de los flebotomos debe
ser completado con el uso de cortinas y telas mosquiteras tratadas con piretroides
(Alexander y Maroli, 2003; Sharma y Singh, 2008; Quinnell y Courtenay, 2009).

1.6.1.2. PROFILAXIS

Las medidas de profilaxis van encauzadas a evitar la picadura del vector. El
habito de guardar a perro a humanos ya que funcionarian como un atrayente para los
flebotomos. Por otro lado, en ambientes rurales, las aves de cria y otros animales
domésticos en el interior de la vivienda podria favorecer la infeccion drian atraer a
otros carnivoros silvestres que podrian ser reservorios de ciclos selvaticos de LVZ

promoviendo su acercamiento a humanos (WHO, 2010).

38



Introduccion

Una aproximacion al control de la leishmaniosis desarrollada en los ultimos afios
ha consistido en el uso de insecticidas topicos en lociones o impregnando collares.
Estos insecticidas reducen el numero de picaduras de los flebotomos para
proporcionar la proteccion individual del perro y disminuir la transmision (Killick-
Kendrick y col., 1997; Killick-Kendrick, 1999). Se ha descrito que el uso de estos
collares impregnados con insecticida reduce la incidencia de la LV en humanos (Maroli
y col., 2001; Gavgani y col., 2002; Otranto y col., 2007). Los mejores resultados se han
obtenido con collares de cloruro de polivinilo impregnados con deltametrina (Scalibor®,
Intervet, Schering-Plough, Alemania) (Halbig y col., 2000). En condiciones éptimas
pueden perdurar hasta 6 meses (Killick-Kendrick y col., 1997). También es muy
eficiente una solucion de permetrina (EXspot®, Schering-Plough, Alemania), con la
cual se han conseguido reducir exitosamente el nimero de picaduras, tanto con
permetrina sola (Molina y col., 2001) como combinada con imidacloprida (Mencke y
col., 2003; Mir6 y col., 2007b; Otranto y col., 2007). Estas mantienen su efectividad
unas 3 semanas. Los aerosoles de permetrina disminuyen su eficacia a las 2 semanas

de duracion (Molina y col., 2001).

1.6.2. HOSPEDADOR
1.6.2.1. CONTROL DEL RESERVORIO CANINO

La OPS/OMS, sigue recomendando la eutanasia de los perros infectados por L.
infantum; con o sin manifestaciones clinicas son el principal reservorio y transmisor de
la enfermedad al humano, y al no existir hasta la fecha instrumentos para evitar que
los perros infectados transmitan la enfermedad al hombre y a otros perros, la conducta
indicada es el sacrificio humanitario de perros infectados (OPS, 2009). Aunque se
reconoce que esta medida es de dificil implantacion tanto por razones éticas como
sociales (Desjeux, 1996; WHO, 2002). En la actualidad, la eliminacién de perros
infectados se lleva a cabo sistematicamente en Brasil (Palatnik de Sousa y col., 2001,
Romero y Boelaert., 2010), y eventualmente puede hacerse extensiva a otros paises
como Paraguay y Argentina (OPS, 2009; Palatnik de Sousa y Day, 2011).

Varios estudios correlacionan la disminucién de la LVZ humana y/o canina con el
sacrificio de perros seropositivos (Magalhdes y col., 1980; Ashford y col., 1993;
Jeronimo y col., 2000; de Oliveira y de Araujo, 2003; Palatnik de Dousa y col., 2004;
Costa y col., 2007; Nunes y col., 2010). Exceptuando la regién occidental de China,
donde parece haberse erradicado la leishmaniosis combinando el rociamiento
intradomiciliario con insecticidas y la eutanasia de los perros seropositivos (Shao,

1982; Zhi-Biao, 1989), los restantes programas de control a gran escala basados en la
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eutanasia de perros infectados, han sido sélo parcialmente exitosos (Ashford y col.,
1998).

Tanto en Bahia (Brasil) como en Creta (Grecia) se ha observado que la
eliminacion de los perros seropositivos no reduce la incidencia de la leishmaniosis, y
actualmente siguen sufriendo un incremento constante (Moreira y col., 2004; Antoniou
y col., 2009). La eficiencia de la eliminacion de perros seropositivos para bajar la
incidencia de la infeccion en humanos es cada vez mas discutida (Paranhos-Silva y
col., 1998; Dietze y col., 1997; Moreira y col., 2004; Dantas-Torres y Brand&o-Filho,
2006; de Souza y col., 2008; Nunes y col., 2008; Quinnell y Courtenay, 2009; Romero
y Boelaert, 2010) ya que la incidencia de la LV humana en Brasil se ha mantenido muy
alta a pesar de la aplicacion intensiva de esta estrategia en los ultimos afios. El
problema que tienen estas campafias de control es que al basar el diagnéstico
exclusivamente en la serologia y en los signos clinicos de los animales, no se detectan
los perros seronegativos con infeccién subclinica (Mateo, 2007). También puede
deberse a la implicacion de otros reservorios en el mantenimiento de la enfermedad, al
lapso de tiempo desde la deteccion del animal infectado y su posterior sacrificio, o0 a la
oposicion del propietario a la eutanasia (Courtenay y col., 2002; Moreira y col., 2004;
Dantas-Torres y Brandao-Filho, 2006; Nunes y col., 2008). Los modelos matematicos
sugieren que para disminuir la incidencia de los casos humanos, el control de vectores
y la vacunacion de perros serian mas eficaces que el sacrificio de éstos ultimos (Dye,
1996).

1.6.2.2. INMUNOTERAPIA EN EL PERRO

La utilizacion de vacunas frente a la LCan representaria, sin duda alguna, la
estrategia idénea para el control de la LVZ (Davies y col., 2003), y se ha propuesto
como la mejor medida coste/efecto (Tesh, 1995). La vacunacién supondria, ademas,
una mayor conformidad ante las medidas de control por parte del propietario del perro
gue un programa de sacrificio (Palatnik de Sousa y Day, 2011).

En la actualidad son muchos los estudios dirigidos al desarrollo de una vacuna
frente a la infeccién por Leishmania capaz de inducir una inmunidad celular eficaz,
algunos con resultados prometedores (Palatnik-de-Sousa, 2008). La adquisicion de
proteccion es tedricamente posible, ya que hay un gran nimero de perros infectados
en areas endémicas y so6lo una determinada proporcion desarrolla la enfermedad
(Sideris y col., 1999; Solano-Gallego y col., 2000). También existe la evidencia de que
algunos perros infectados de manera natural en estas areas exhiben respuestas
linfoproliferativas y de inmunidad celular protectora frente a Leishmania (Cabral y col.,

1992; Cardoso y col., 1998). Ademas, la induccion de una inmunidad mediada por
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células en perros infectados de manera experimental apoya la posibilidad de inmunizar
contra Leishmania (Pinelli y col., 1994).

Las vacunas de primera generacion consisten en preparaciones de parasitos
de Leishmania vivos 0 muertos. Sin embargo, ante la posibilidad de que la vacunacion
con leishmanias vivas pudiera producir enfermedad (Aebischer y col., 1993), los
mayores esfuerzos se han dirigido a la vacunacién con parasitos muertos. Convit y col.
(1986) fueron los pioneros en el uso de parasitos muertos. La formulacion de
promastigotes de L. major muertos autoclavados junto con BCG ha sido ensayada en
el modelo experimental canino de LV, comprobandose que disminuye la tasa de
seroconversion (Mohebali y col., 1998; 2004; Fallah y col., 2000). Un ensayo reciente
llevado a cabo en Iran utilizando una dosis autoclavada de L. major con hidroxido de
aluminio (alimina) y BCG produjo una disminucion en el nimero de casos de LCan en
una region de alta incidencia (Mohebali y col., 2004).

Una segunda generacion de vacunas con antigenos purificados de Leishmania
parece ser mas exitosa (Solano-Gallego y col.,, 2009). Estas se basan en
preparaciones purificadas de subunidades de proteinas. Una representante de este
grupo es la derivada de la fraccién de la glicoproteina GP63 de L. donovani también
conocida como FML (ligando fucosa-manosa) con saponina como adyuvante, y que es
conocida comercialmente con el nombre de Leishmune® (da Silva y col., 2000; Borja-
Cabrera y col., 2002; Nogueira y col., 2005). En perros, muestra eficacia tanto en el
bloqueo de la transmisién de L. infantum, incluso a los 12 meses desde la
inmunizacion, como en inmunoterapia para la enfermedad (Borja-Cabrera y col., 2004;
Saraiva y col. 2006; Santos y col., 2007; Coutinho-Abreu y Ramalho-Ortigao, 2010; de
Lima y col., 2010). Brasil es el primer pais donde se ha comercializado Leishmune®,
con la problematica, en un pais donde la eutanasia de los perros seropositivos es
obligatoria, de que es casi imposible diferenciar si los perros que presentan
anticuerpos anti-Leishmania, los han generado por infeccién natural o por la propia
vacuna (de Oliveira y col., 2003; Dantas-Torres y Brandao-Filho, 2006). Los antigenos
secretados al sobrenadante por el cultivo de promastigotes de L. infantum (LIESAp),
junto con muramil dipéptido (MDP) como adyuvante (Lemesre y col.,, 2005;
Bourdoiseau y col., 2009), han mostrado una eficacia del 92% en perros infectados
con L. infantum (Lemesre y col.,, 2007). Dentro de este grupo, la vacuna mas
recientemente desarrollada, y la Unica comercializada en Europa, es la llamada
CaniLeish® (LIESP/QA-21, Virbac, Francia). Esta compuesta por proteinas de
excrecion-secrecion de L. infantum purificadas (LIESP), producidas en cultivo libre de
suero y células por el IRD (Institut de Recherche pour le Développement) (Lemesre,

1993), y como adyuvante incluye una fraccion altamente purificada de la saponina de
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Quilaja saponaria (QA-21). Se presenta en 3 dosis cada 21 dias y se ha podido
observar que es capaz de inducir una respuesta inmune celular en menos de tres
semanas desde la primera dosis (Moreno y col., 2012).

En cuanto a los antigenos recombinantes de Leishmania empleados como
vacuna, la proteina quimérica antigénica multicomponente Q (formada por la fusion de
fragmentos de las proteinas &cidas ribosomales Lip2a, Lip2b, PO y la histona H2A)
administrada junto con BCG, protegié a un 90% de los perros infectados de manera
experimental con L. infantum (Molano y col., 2003). Mas recientemente, el antigeno
quimérico MML (formado por la fusion de LelF, TSA y LmSTI1), formulado con los
adyuvantes MPL-SE® y AdjuPrime®, no fue capaz de prevenir la infeccién por L.
infantum ni la progresion de la LV en perros en condiciones naturales (Gradoni y col.,
2005). La inmunizacién experimental con los antigenos H1 y HSPB1 ha mostrado una
capacidad de proteccion baja/moderada frente a la infecciébn experimental con L.
infantum (Moreno y col., 2005). Dentro de este grupo se encuentra comercializada
desde el 2008 en Brasil una vacuna denominada Leish-Tec®. Compuesta por el
antigeno recombinante A2 de amastigotes de Leishmania y con saponina como
adyuvante (Fernandes y col., 2008).

Las vacunas de tercera generacidén son preparaciones purificadas de ADN que
consisten en un plasmido de expresion eucariota que contiene un gen del parasito.
Comparando con las vacunas basadas en antigenos recombinantes, las vacunas de
tercera generacion con ADN son mucho mas estables, tienen menor coste, son
facilmente manipulables y la posibilidad de combinar varios genes en un soélo
candidato vacunal es muy prometedora (Palatnik-de-Sousa, 2008). Ademas, estas
vacunas pueden ser administradas por via subcutanea, no requieren adyuvantes y la
inmunidad mostrada, en concreto la inducida por la vacuna con LACK, es mas
duradera que la inmunizacién con la proteina recombinante e IL-12 como adyuvante.
La vacunacién con ADN ha demostrado que produce una respuesta inmune humoral y
celular duradera, que implica a las células T CD8+ (Gurunathan y col., 2000). Un
ensayo de inmunizacién con una vacuna de ADN multicomponente formada por 10
antigenos produjo en los perros vacunados una respuesta celular patente y la
segregacion especifica de IFN-y (Saldarriaga y col., 2006). La inmunizacion con ADN
de las cistein proteinasas A y B de L. infantum produjo la ausencia de parasitos en
médula 6sea y respuestas linfoproliferativas altas con niveles elevados de ARNm de
IFN-y con una proteccion en el 90% de los perros (Rafati y col., 2005).

En la actualidad cabe destacar lo novedoso que resulta el disefio de otro tipo de
vacunas que acttan sobre algunos componentes de la saliva de los flebotomos o del

tubo digestivo del insecto (Palatnik-de-Sousa, 2008), como es el caso de la proteina
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denominada maxadilano (Brodie y col., 2007) o el antigeno SP15 (Valenzuela y col.,
2001).

1.6.3. PARASITO
1.6.3.1. QUIMIOPROFILAXIS EN EL PERRO

Se ha propuesto como una medida quimioprofilactica en el perro el uso del
alopurinol diariamente durante una semana o durante 12-18 meses. No obstante debe
considerarse que su uso diario podria causar urolitiasis, entre otros efectos
secundarios (Ginel y col., 1998; Saridomichelakis y col., 2005; Mateo, 2007).

1.6.3.2. QUIMIOTERAPIA EN EL PERRO

En lo que respecta a la quimioterapia de la LCan, los protocolos de tratamiento y
el seguimiento clinico han evolucionado notablemente, pero los farmacos utilizados
son basicamente los mismos desde hace afios. De todos modos, gracias a la mejora
de la asistencia veterinaria, las expectativas de curacion clinica - no parasitolégica -
son mucho mayores que antes, aunque en ocasiones no sea posible impedir la
recidiva originada en situaciones de inmunosupresion (estrés, enfermedades
debilitantes etc.) (Baneth y Shaw, 2002).

El leishmaniostatico por excelencia, por su inocuidad y eficacia, es el alopurinol
(Zyloric®). El tratamiento prolongado con alopurinol es efectivo para evitar la remisién
del cuadro clinico (Ginel y col., 1998). Su combinaciébn con los antimoniales
pentavalentes (Glucantime® y Pentostam®) que son los leishmanicidas mas utilizados,
es considerada la terapia mas efectiva y de primera linea en el protocolo de actuacion
(Denerolle y Bourdoiseau, 1999) ya que ambos farmacos tienen un efecto sinérgico
gue potencia la eficacia, prolonga los periodos de remision clinica y retrasa la
aparicion de recidivas (Ginel y col., 1998; Denerolle y Bourdoiseau, 1999; Baneth y
Shaw, 2002; Mateo y col.,, 2009). Existen numerosos protocolos de administracion
respecto a la dosis/peso/intervalo entre dosis y duracion del tratamiento ya que no
existe consenso al respecto (Noli y Auxilia, 2005). La toxicidad de los antimoniales
puede dar lugar a estibointolerancia, que se manifiesta tras las primeras
administraciones, que aparece al final del tratamiento por efecto acumulativo. La
toxicidad que se presenta en pacientes con alteraciones renales es mayor tanto en el
perro (Zaghloul y Al-Jasser, 2004) como en el humano (Oliveira y col., 2009).

La miltefosina (Milteforan®) es recomendada junto con el alopurinol como

alternativa a los tratamientos de primera linea para LCan ya que se administran via
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oral y no producen nefrotoxicidad (Manna y col. 2008b; Mateo y col., 2009; Mir6é y col.,
2009; Solano-Gallego y col., 2009; Woerly y col., 2009).

La anfotericina B (Fungizona®) ha mostrado una buena eficacia, pero es muy
poco utilizada en medicina veterinaria tanto por su elevado precio como por su modo
de aplicacion (perfusion endovenosa) y toxicidad (nefrotoxicidad y ototoxicidad)
(Solano-Gallego y col., 2009), por lo que no es recomendada como primera linea de
accion en el tratamiento de LCan (Solano-Gallego y col., 2009). Actualmente se estan
utilizando las formas liposomadas de anfotericina B (AmBisome®), con muy buenos
resultados (Lamothe, 2001).

El debate suscitado ante la presencia de un perro enfermo siempre ha girado en
torno a la disyuntiva de la eutanasia o el tratamiento. El tratamiento de los perros
enfermos suele implicar una curacion clinica de la enfermedad, reduccién de la carga
parasitaria y disminucion de la infectividad de los flebotomos (Gradoni y col., 1987,
Alvar y col., 1994; Guarga y col., 2000; Ribeiro y col., 2008). Hay que tener en cuenta
gue la eficacia del tratamiento depende en gran medida de la gravedad de los signos
gue presente el animal, presentando aquellos perros con insuficiencia renal un peor
prondstico (Solano-Gallego y col., 2009). Pero no existe hasta el momento un
tratamiento efectivo para la LCan y los tratamientos disponibles no previenen las
recaidas, con el consiguiente riesgo ya mencionado de generar parasitos resistentes
(Baneth y Shaw, 2002; Ciaramella y Corona, 2003).

El tratamiento de los perros se practica intensamente en Europa (Alvar y col.,
1994), aunque para los expertos de la OPS/OMS en América Latina “el tratamiento y la
vacunacion de perros con los productos disponibles a la fecha son desaconsejados
por ser ineficaces y porque dificultan la aplicacion de medidas de vigilancia y

prevencion de la enfermedad” (OPS, 2009).
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Antecedentes y justificacion

2.1. ANTECEDENTES

En Argentina la LC y LMC son endémicas en 9 provincias, donde han sido
descritas 19 especies de Phlebotominae, 16 de Lutzomyia y 3 de Brumptomyia
(Salomén, 1998; Spinelli y col., 1999). En el periodo comprendido entre 1923 a 2004
fueron descritos 17 casos de leishmaniosis con sintomatologia visceral, dentro del
area endémica de LC por L. braziliensis (ninguno de ellos en Misiones); 4 se
consideraron importados; uno desde lItalia (Acufia y col 1924), otro desde Yugoslavia
(Inda y col., 1934), un caso debido a L. mexicana en un paciente con SIDA (Nocito y
col., 2002) y un caso debido a L. infantum en la provincia de Mendoza, de origen
desconaocido (Martin-Sanchez y col., 2004). Los otros 13 se describieron como
autoctonos de las Provincias de Salta, Jujuy, Tucuman, Santiago del Estero, El Chaco
y Formosa, que fueron considerados como visceralizaciones de una LC inicial
(Borzone, 1926; Benitez, 1967; Fernandez, 1941; Fonso e Ink, 1947; Mazza y Cornejo,
1926; Wilde y col., 1956; Salomon y col., 2001). Por varios motivos, no se considerd
una LV por L. infantum autéctona en el diagnéstico de los casos: i) la ausencia del
vector de L. infantum en Argentina, Lu. Longipalpis. ii) el solapamiento geografico de
los casos en zona endémica de LC por L. braziliensis (Cérdoba-Lanuas), iii)
sintomatologia simultanea con LC y iv) la ausencia de caracterizacion del agente
causal en la mayoria de los casos, llevd a deducir que estos eran debidos a la
visceralizacién de una LC (Grimaldi y col., 1989; Campanini y col., 1993; Torno y col.,
1995; Sinagra y col., 1997; Salomén y col.,, 2001). No se puede descartar que los
casos de LV hayan sido debidos a L. infantum y que la transmision sea debida a otras
especies de Lutzomyia (Salomén y col.,, 2001). Se ha considerado también la
existencia de focos enzodticos de LV cuyo contacto con el hombre sea esporadico y
excepcional (Salomén y col., 2001). En la comunidad internacional, se asume que en
Argentina existen focos endémicos o esporadicos de LV zoondética probablemente
debidos a L. infantum y que tienen al perro como reservorio (WHO., 1990).

Sin embargo la primera captura de Lu. Longipalpis en el pais data de 1951 en el
municipio de Candelaria (Misiones) (Duret, 1952) y hasta 50 afios después no se
volvioé a tener constancia de esta especie en la zona. El segundo hallazgo tuvo lugar
en Corpus (Misiones) en el afio 2000 (Salomén y col.,, 2001). Ya en 2006, se
colectaron 4 machos y 24 hembras en el departamento de Posadas (Misiones), y 2
hembras en Candelaria (Misiones) (Salomén y col.,, 2008). Recientemente, se ha
encontrado en la ciudad de Posadas (Misiones) una tasa de infeccién por L.infantum

del 3.4% en 211 hembras de Lu. Longipalpis estudiadas (Acardi y col., 2010).
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La emergencia de la LV humana en Argentina tuvo origen en 2006, en la ciudad
de Posadas donde fue confirmado el primer caso autéctono de LV humana causada
por L. infantum. La transmision ha sido asociada con perros enfermos e identificacion
del principal vector (Lu. longipalpis) en la misma zona (Salomén y col., 2008). Misiones
es un area endémica para LC causada por L. braziliensis, siendo ésta la Unica especie
autdctona caracterizada hasta el 2009 en Argentina (No descrita en Posadas) (Marco y
col., 2005). Aunque también han sido detectados casos humanos de LC por L.
amazonensis y L. guyanensis (Aleixo y col., 2006).

En los ultimos afios, ha ocurrido en las inmediaciones de la ciudad de Posadas,
y en la ciudad misma, una serie de cambios tanto ecolégicos como demograficos que
pueden haber favorecido el establecimiento de este nuevo foco de LVZ. Como son la
deforestacion indiscriminada sin politicas de reforestacion y la construccion de una
central hidroeléctrica (Yacyreta-apipé) en el Rio Parana, 100 km aguas abajo de
Posadas. Estos cambios han supuesto una subida de 87 m. sobre el nivel del mar en
los dltimos 37 afos (www.yacyreta.org.ar), que ademas de generar un gran
anegamiento de areas riberefias en las areas afectadas de Paraguay y Argentina, con
una transformacion del ecosistema local, han provocado el desplazamiento de una
gran cantidad de poblacion humana (relocalizaciones) hacia asentamientos periféricos,
bajo condiciones de aislamiento y marginacion. La deforestacion en las inmediaciones
de la ciudad en estos ultimos afios puede haber sido la causa de los cambios en la
biologia del vector, provocando la urbanizacion del mismo. En este contexto ambiental
degradado, se encuentra una enorme poblaciébn de perros callejeros o de vida
semilibre sin ningan control sanitario. Estos cambios han podido favorecer la
urbanizacion del vector, y junto con la existencia de reservorios susceptibles (perros) y
la proximidad de la enfermedad en Paraguay y Brasil, pueden haber propiciado el
establecimiento de la LVZ en Posadas.

Desde junio de 2006 se han notificado 80 casos de LV humana en la provincia
de Misiones (37 en la ciudad de Posadas; 2 en 2006, 13 en 2007, 7 en 2008, 11 en
2009, 3en 2010y 1 en 2011), con 8 decesos a pesar del tratamiento. Existen ademas
gran cantidad de denuncias y notificaciones de perros tanto infectados como enfermos

(Ministerio de Salud de Misiones, comunicacién personal).
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2.2. JUSTIFICACION

En el momento de inicio de la presente tesis doctoral se desconocia si se estaba
ante la emergencia de LV por L. infantum o si se estaba observando la visceralizacion
de LC por otras especies. También se desconocia si los primeros casos humanos eran
casos aislados autéctonos o importados de los paises vecinos (Paraguay y Brasil), en
los que ya estaba identificada la LVZ por L. infantum como aut6ctona. Esto nos animé
a estudiar el papel de los perros, considerados tradicionalmente como el principal
reservorio de la LVZ, en la transmision de estas formas de leishmaniosis visceral, asi
como a caracterizar molecularmente la especie o0 especies encontradas en los

mismos.
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Objetivos

3.1 OBJETIVO GENERAL

Ante la emergencia de la leishmaniosis visceral humana en la ciudad de
Posadas, el objetivo principal de la presente tesis doctoral es el estudio de la

epidemiologia de la leishmaniosis visceral canina en esta zona.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. OBJETIVOS DEL ESTUDIO 1. LEISHMANIOSIS CANINA
EN LA CIUDAD DE POSADAS: ESTUDIO PILOTO

3.2.1.1. Determinar la implicacién de los perros como reservorio de leishmaniosis
visceral zoonotica en la ciudad de Posadas.

3.2.1.2. En el supuesto caso de que el objetivo nimero 1 fuese afirmativo,
identificar y caracterizar la especie o especies de Leishmania circulantes.

3.2.2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO 2. PREVALENCIA E
INCIDENCIA ACUMULADA DE LA LEISHMANIOSIS CANINA
EN LA CIUDAD DE POSADAS

3.2.2.1. Determinar la prevalencia de la infeccién por L. infantum en los perros
domeésticos de la ciudad de Posadas.

3.2.2.2. Calcular la incidencia acumulada de la infeccién por L. infantum en los
perros domésticos de la ciudad de Posadas al afio del muestreo de
prevalencia.

3.2.2.3. Determinar los factores de riesgo que influyen en la infeccion por L.

infantum en el perro.

3.2.3. OBJETIVOS DEL ESTUDIO 3. COMPARACION DE DOS
ESCENARIOS EPIDEMIOLOGICAMENTE DIFERENTES:
POBLACION DISPERSA VS POBLACION HACINADA

3.2.3.1. Comparacion de los resultados de las técnicas parasitoldgicas directas

e indirectas en dos poblaciones epidemiol6égicamente diferentes.

3.2.3.2. Determinar el grado de asociacién entre las variables estudiadas y la

infeccion por Leishmania en ambos escenarios.
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3.2.3.3. Describir en ambos contextos epidemioldgicos, la distribucion de los
canes expuestos e infectados en relacién a los signos clinicos presentados y a
los resultados de las pruebas diagnosticas.

3.2.3.4. Analizar la variabilidad genética de L. infantum en los perros de ambas
poblaciones.
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4.1. LEISHMANIOSIS CANINA EN LA CIUDAD DE
POSADAS: ESTUDIO PILOTO

4.1.1. OBJETIVOS

Ante la emergencia de la leishmaniosis visceral humana en la ciudad de

Posadas, se planteo:

1. Determinar la implicacion de los perros como reservorio de leishmaniosis en
la ciudad de Posadas.
2. En el supuesto caso de que el objetivo numero 1 fuese afirmativo, identificar y

caracterizar la especie o especies de Leishmania circulantes.

4.1.2. MATERIAL Y METODOS

4.1.2.1. Area de estudio

La ciudad de Posadas (27° 23’ S; 55° 53’ W), es la capital de la provincia de
Misiones. Se encuentra ubicada sobre el margen izquierdo del rio Parand, en el
sudeste de la Provincia de Misiones, en la region Nordeste de Argentina. Es la ciudad
mas poblada de Misiones y su centro administrativo, comercial y cultural, con una
poblacion estimada, a fecha del 2008, de 297.499 (98,8% viven en zona urbana y el
32,6% por debajo del umbral de pobreza). La superficie de la ciudad es de 324 Km?, y
estd caracterizada por un clima subtropical himedo con un total de lluvias anuales
aproximadamente de 1.700 mm y una temperatura media de 21,5° C. (Gobierno de la
Provincia de Misiones, 2008) (ANEXO 1.1).

4.1.2.2. Estrategia de muestreo: Seleccién de animales

La seleccién de los animales se llevo a cabo en los meses de julio y agosto del
2006 y se bas6 en un muestreo de conveniencia de 110 perros procedentes de dos

origenes (figuras 4.1.1y 4.1.2):

a) 83 (75,5%) de los perros procedentes de dos refugios caninos localizados en
las afueras de Posadas, los cuales admiten a perros abandonados de toda la
ciudad; 59 (71,1%) procedian de una asociacion sin animo de lucro “El Refugio”
(taembé Mini) y 24 (28,9%) del Instituto Municipal de Salud Animal “IMUSA”

(Arrollo “El Zaiman”).
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b) 27 (24,5%) perros con duefio procedentes de una clinica veterinaria local

“Dame la Pata” los cuales habian asistido a consulta rutinaria.

Plano de la Ciudad de Posadas

RIO PARANA

~ “EL REFUGIO”

W€ Musa

CLINICA
VETERINARIA

Figura 4.1.1. Mapa de la ciudad de Posadas con las ubicaciones de los puntos de
muestreo (L Acosta).

: ;'cmnomumchlDECIRU‘GIA
| "HHBLTICONDE ANIMALES

= . W
Figura 4.1.2. Fotos de los puntos de los lugares de procedencia de los perros. A)’El Refugio”,
B) IMUSA, C) Clinica Veterinaria “Dame la pata” (L Acosta y MN Gutiérrez).

60



Estudios experimentales

4.1.2.3. Exploracion clinica

Cada perro fue examinado por una veterinaria local la cual recogio los signos
clinicos compatibles con LCan usando un protocolo estandarizado (ANEXO 1.4). Los
perros fueron considerados como sintomaticos si tenian uno o mas de los siguientes
signos clinicos: linfadenopatia, onicogrifosis, lesiones cutaneas (alopecia,
descamaciones, ulceras y alteraciones en la mucosa nasal), pérdida de peso, y
conjuntivitis u otro signo ocular (figura 4.1.3). Los perros sin ninguno de estos signos
clinicos fueron considerados asintomaticos. Otros parametros fueron recogidos: edad,
sexo, raza, numero de perros en la casa, y lugar donde dormia el perro en la vivienda.

Los perros fueron agrupados segun los siguientes grupos de edad; 1 afio o menor, de

2 a5 afios, de 6 a 10 afios y mayor de 10 afios.

] s

Figura 4.1.3. Signos clinicos de los perros muestreados; A) Adelgazamiento, B) Onicogrifosis,
C) Oculares (Uveitis), D) Descamaciones y alopecia, E) Ulceras, F) Alteraciones en la mucosa
nasal, descamaciones y alopecia (L Acosta).

4.1.2.4. Toma de muestra

Después del examen clinico se tomaron dos muestras:

a) Un ml de sangre periférica (SP) en tubos con EDTA del total de los perros
estudiados. Para deteccibn de ADN de Leishmania en sangre total, y
deteccion de anticuerpos anti-Leishmania en el plasma obtenido tras
centrifugacion (5 min a 3.000 rpm) (figura 4.1.4).

b) Aspirado de ganglio popliteo (GP) en 94 de los 110 perros estudiados que fue
diluido en 500 pl de etanol al 70% como conservante y procesado para
deteccion de ADN de Leishmania (figura 4.1.4).
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Figura 4.1.4. A) Extraccion de sangre periférica, B) Extraccion de linfa del ganglio popliteo (L
Acosta).

Una vez obtenidas las muestras, éstas fueron conservadas a 4°C hasta su envio
y procesamiento en el Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniosis, Instituto de
Salud Carlos Il (ISCIII), Madrid, Espaiia.

4.1.2.5. Diagnostico

4.1.2.5.1. Diagnadstico parasitolégico indirecto

La presencia de anticuerpos anti-Leishmania en la poblacion de estudio fue
analizada mediante:
a) Test de Inmunofluorescencia indirecta (IF1): Siguiendo la metodologia descrita
(Bray, 1985; ANEXO II.1.1).
b) Test inmunocromatografico rk39 (rK39-ICT): Se analizaron siguiendo las
instrucciones del fabricante (ANEXO 11.2.1).

4.1.2.5.2. Diagndstico parasitolégico directo

La deteccion de ADN de Leishmania, se realiz6 mediante PCR y secuenciacion,

segun se describe a continuacion:
a) Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 por el método convencional de extraccién con
fenol-cloroformo y precipitacion con etanol (ANEXO 111.2.1) de las siguientes muestras:
i) a partir del pellet obtenido después de la centrifugacion de 100 pyl SP (10 min de
centrifugado a 6.000 rpm) y ii) del lavado con PBS de la dilucién de la muestra de GP

en etanol. El ADN obtenido se eluyé en 100 pl de agua estéril bidestilada (bd H;O).
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b) PCR Yy caracterizacién

b.1) Caracterizacion de género

La caracterizacion a nivel de género fue llevada a cabo en las muestras de SP y
GP utilizando como diana una region del gen que codifica el ARN de la subunidad
pequefia del ribosoma (SSUrRNA) mediante una PCR anidada (LnPCR) (Cruz y col.,
2006) (ANEXO 111.2.2.1). Y andlisis de las secuencias obtenidas de los productos
amplificados (ANEXO 111.2.4.3 y lIl. 2.4.4).

b. 2) Caracterizacion de especie

La identificacibn de la especie de Leishmania se obtuvo tras analizar las
secuencias obtenidas de los productos de amplificacion de la PCR anidada de la
region del espaciador intergénico 1 (ITS-1) (Schénian y col., 2003; ANEXO 111.2.2.2 y
11.2.4.3y 11l.2.4.4).

4.1.2.6. Analisis estadistico

Los datos procedentes del examen clinico y resultados de los métodos
diagnésticos empleados, fueron registrados en una hoja de Excel® (Microsoft Office
2003). La asociacién entre las distintas variables estudiadas y la positividad a los
diferentes métodos diagndsticos, se evalué mediante el test de Chi-cuadrado de
Pearson con el programa SPSS version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando el p-valor fue
<0,05.

4.1.2.7. Etica

Antes de la exploracién clinica y posterior toma de muestra, se obtuvo un
consentimiento informado de cada duefio, en el caso de perros domésticos, y de los
responsables de ambas protectoras de animales. Los procedimientos fueron
aprobados previamente por el comité de ética del Ministerio de Salud Publica de

Misiones.
4.1.3. RESULTADOS

La frecuencia de las variables: procedencia, edad, sexo, y raza de los perros
incluidos en el estudio se presentan en la tabla 4.1.1. La exploracion clinica permitié
clasificar a 34 de los 110 perros (30,9%) como asintomaticos, mientras que 76 (69,1%)

presentaban uno o mas de los signos clinicos relacionados con LCan.

63



Estudios experimentales

Frecuencia SERO-pos ADN-pos Infectado
n (%) n (%) n (%) n (%)

Origen

Doméstico 27 (24,5) 14 (29,2) 14 (26,9) 18 (28,6)

Protectora 83 (75,5) 34 (70,8) 38 (73,1) 45 (71,4)
Sexo

Macho 66 (60,0) 30 (62,5) 32 (61,5) 40 (63,5)

Hembra 44 (40,0) 18 (37,5) 20 (38,5) 23 (36,5)
Raza

Raza definida 27 (24,5) 16 (33,3) 11 (21,2) 16 (25,4)

Mestizo 83 (75,5) 32 (66,7) 41 (78,8) 47 (74,6)
Grupo de edad

<1 afio 23(20,9) 12 (25,0) 12 (23,1) 15 (23,8)

2-5 afios 55 (50,0) 24 (50,0) 29 (55,8) 34 (54,0)

6-10 afios 18 (16,4) 5(10,4) 7 (13,4) 7(11,1)

> 10 afios 14 (12,7) 7 (14,6) 4(7,7) 7 (11,1)
Estatus clinico

Asintomatico 34 (30,9) 9 (18,7) 10 (19,2) 13 (20,6)

Sintomatico 76 (69,1) 39 (81,3) 42 (80,8) 50 (79,4)
Total (%) 110 (100) 48 (100) 52 (100) 63 (100)

Tabla 4.1.1. Descripcién detallada de los resultados parasitolégicos directos e
indirectos en relacion a las variables estudiadas. SERO-pos: positivo por rK39-
ICT y/o IFI.ADN-pos: positivo por LnPCR en SP y/o GP. Infectado: SERO-pos
y/o ADN-pos.

La frecuencia de los diferentes signos clinicos en los perros sintométicos se
presenta en la tabla 4.1.2.

Frecuencia

Si e
IgNnos CliniCos il (%)

Lesiones cutaneas 73/76 (96,0)

Linfadenopatia 68/76 (89,5)
Onicogrifosis 47/76 (6,8)

Pérdida de peso 38/76 (50,0)
Conjuntivitis 32/76 (42,1)

Tabla 4.1.2. Frecuencia de signos clinicos
presentados en los 76 perros sintomaticos.
Todos los perros fueron analizados por rK39-ICT y/o IFI. Se observé que 42 de
los 109 perros (38,5%) fueron positivos por rK39-ICT y 40 de 102 (39,2%) lo fueron por
IFI. Los perros que resultaron positivos por uno o0 ambos métodos fueron considerados

seropositivos, resultando una seroprevalencia del 43,6% (48/110) de los perros. En los
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101 perros que pudieron ser testados por los dos métodos serologicos empleados,
estos mostraron una concordancia del 90,1%.

Todos los perros fueron analizados por SP-LnPCR y/o GP-LnPCR. ElI ADN de
Leishmania fue detectado en 23/109 (21,1%) de las SP analizadas y en 47/94 (50,0%)
de los GP estudiados. La combinacién de ambas técnicas detectd la presencia de
ADN del parasito en 52/110 (47,3%) de los perros estudiados. En 93 de los perros
pudo realizarse la PCR en ambas muestras biolégicas (SP y GP) y la concordancia
entre ellas resulté del 63,4%. Los perros fueron considerados como infectados cuando
se detectaron anticuerpos anti-Leishmania y/o ADN en una o mas de las muestras
empleadas. Resultando una prevalencia total en el grupo de estudio del 57,3%
(63/110). En la tabla 4.1.1, se muestran con detalle los resultados de los métodos
seroldgicos y moleculares en relacion a las variables recogidas (origen, sexo, raza,
grupo de edad y estatus clinico) de los 110 perros estudiados. En la figura 4.1.5 se
muestra un diagrama de flujo, en el que se pueden observar los datos del estatus
clinico, asi como el nimero de muestras procesadas por cada uno de los distintos
métodos. El nimero de perros con uno, dos, tres o cuatro pruebas positivas de

acuerdo con el estatus clinico, se muestra en la tabla 4.1.3.

NUmero de test Total Asintomatico Sintomatico
positivos n (%) n (%) n (%)
0 32 (37,6) 11 (55,0) 21 (32,3)
1 14 (16,4) 3 (15,0) 11 (16,9)
2 10 (11,7) 1(5,0) 9 (13,8)
3 15 (17,6) 2 (10,0) 13 (20,0)
4 14 (16,4) 3(15,0) 11 (16,9)
Total 85 (100) 20 (100) 65 (100)

Tabla 4.1.3. Numero de perros analizados por los cuatro métodos
diagnésticos (rK39-ICT, IFl, SP-LnPCR y GP-LnPCR), mostrando la
positividad a uno, dos, tres o cuatro de los métodos usados en relacién al
estatus clinico del perro.

Respecto a la caracterizacion molecular, se obtuvieron las secuencias en 23
muestras de SP y en 45 muestras de GP, de 53 perros diferentes analizados por
LnPCR. Por otro lado, se obtuvieron las secuencias de los amplicones de ITS-1 de 17
perros diferentes. Las secuencias obtenidas de LnPCR resultaron al 100%
concordantes con el gen SSUrRNA del complejo de especies de L. donovani (L.
donovani, L. infantum), mientras que las secuencias de los productos obtenidos de

ITS-1 por PCR, coincidieron al 100% con las secuencias de ITS-1 de L. infantum.
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No se encontré asociacion estadisticamente significativa entre las variables
‘Infectado” y pertenecer a uno de los grupos de edad, sexo u origen (p>0,05). Se
encontrd6 una asociacion estadisticamente significativa entre la infeccion por
Leishmania y el estatus clinico del perro (p<0,05). Asi como, entre el niumero de
sintomas presentados por el perro y estar infectado. También observada entre los
siguientes signos clinicos; linfadenopatia, onicogrifosis y conjuntivitis (p<0,05),
mientras que en las variables “lesiones cutaneas” y “pérdida de peso” no se encontrd
asociacion con la infeccion (p>0,05).
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Figura 4.1.5. Diagrama de flujo que incluye los datos del exdmen clinico, el nimero de
muestras procesadas por cada técnica diagndstica y los resultados positivos de las mismas.
Sero (+): seropositivo por rK39-ICT y/o IFl. ADN (+): LnPCR positiva en SP y/o GP.
Infectado: Sero (+) y/o ADN (+).
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4.1.4. DISCUSION

Debido a la aparicién del caso indice humano y ante la posibilidad de que los
perros estuviesen implicados como reservorios del parasito en este posible foco
emergente, se realiz6 el presente estudio. La infeccién por Leishmania fue confirmada
por métodos parasitolégicos directos y/o indirectos en 63 (57,3%) de los 110 perros
estudiados. Sin embargo, siendo conscientes del sesgo en la eleccion de la poblacién
canina a estudiar (83 (75,5%) de los 110 perros estudiados eran abandonados), los
resultados obtenidos no reflejan la prevalencia real de la infeccion por Leishmania en
la poblacion canina de la ciudad. Pero sugieren el papel de los perros como reservorio
de la enfermedad en Posadas, e identifican hasta la fecha a L. infantum como Unica
especie implicada.

Recientes estudios entomoldgicos han detectado la presencia de Lu. longipalpis
en la ciudad de Posadas (Salomén y col., 2008), que junto con la presencia de perros
infectados y los casos humanos confirmados podrian indicar que el ciclo de
transmision de LVZ se encuentra bien establecido. Situacion que podria contribuir a la
aparicion de nuevos casos humanos. En Brasil, se ha observado que las epidemias
humanas de LV van normalmente precedidas o concomitantes a altas tasas de
infeccién en perros (Margonari y col.,, 2006; Werneck y col., 2007; Queiroz y col.,
2009). La emergencia de mas de 80 casos humanos desde el 2006 secunda esta
posibilidad (Comunicacién personal, Ministerio de Salud de Misiones).

Los perros sintoméaticos infectados, son considerados los principales reservorios
de LVZ, y en éste estudio representan 79,4% (50/63) de los perros infectados. Sin
embargo, los perros asintomaticos infectados también tienen un importante papel en la
transmisién de la infeccion por las dificultades en el manejo y establecimiento de
medidas de control y deteccion de la infeccion en los mismos (Molina y col., 1994; da
Costa y col., 2007; Michalsky y col., 2007). En este estudio representan el 20,6%
(13/63) del total. Respecto a la asociacion entre la infeccién y la sintomatologia, en
este estudio se corrobora la baja especificidad del diagndstico clinico basado
exclusivamente en la sintomatologia relacionada con LCan; de hecho 34,2% (26/76)
de los perros sintomaticos (uno o mas de los signos clinicos anteriormente
mencionados), presentaron resultados negativos tanto para pruebas serolégicas como
para PCR. De hecho, como es sugerido por diferentes revisiones bibliograficas, tanto
en la practica clinica como en estudios epidemiolégicos, se deben llevar a cabo
pruebas en laboratorio que sustenten el diagnéstico sintomatoldgico (Maia y Campino,
2008; Mir6 y col., 2008).
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En &reas donde la LVZ es endémica, las prevalencias de infeccion en perros
tienden a ser altas, y se observan elevadas proporciones de perros asintomaticos
(Dantas-Torres y col., 2006). En el presente estudio, y contrariamente a lo observado
en areas tradicionalmente endémicas para LVZ, la mayoria de perros infectados
presentaban uno o mas signos clinicos compatibles con LCan. Esto podria ser debido
a la reciente introduccién de L. infantum en el &rea, en la cual la mayoria de los perros
infectados, como si de una poblacion “naive” se tratase, serian susceptibles de
desarrollar la enfermedad. No osbtante, hay que considerar el sesgo cometido en la
seleccién de la poblacion, ya que la mayoria de los canes procedian de instituciones
donde el hacinamiento y la frecuencia de ingreso de perros con enfermedades
aumentan.

En los perros de este estudio no se observa un incremento en la seropositividad
o en la deteccibn de ADN del parasito en relacion con la edad (p>0,05).
Contrariamente a lo descrito en otras areas endémicas de LVZ dénde se observa un
incremento de la prevalencia de los perros seropositivos con la edad, y disminucion
posterior alrededor de = 7 afos (Martinez y col., 1990; Abranches y col., 1991; Fisa y
col., 1999). Estos hallazgos podrian sustentar la hipétesis de la reciente introduccién
de L. infantum en la zona. Los resultados de los test diagnosticos empleados también
secundan esta hipdtesis. En una reciente revisidbn realizada por Baneth vy
colaboradores (Baneth y col., 2008), en un foco endémico tradicional, el nimero de
perros PCR positivos excederia al de seropositivos; sin embargo en el presente
estudio no existen diferencias significativas entre las tasas de infeccion detectadas por
serologia o PCR.

Respecto a los test serolégicos empleados en el presente estudio (rK39-ICT e
IFl) estos presentan una concordancia del 90,1%. La IFI ha sido considerada
tradicionalmente el “gold standard” en el serodiagnéstico de la LCan (Gradoni 2002;
Alvar y col., 2004), y diferentes test rapidos basados en el antigeno recombinante K39
han mostrado buenos resultados en estudios de campo (Lemos y col.,, 2008). De
acuerdo con diferentes autores sus rangos de sensibilidad varian entre 85,5 a 90%
para IFl, y 72 a 96,7% para rK39- ICT, y entre 94,7 a 100% la especificidad para IFI,
mientras que en el rK39-ICT es del 61,75 al 100% (Reithinger y col., 2002; Mettler y
col., 2005; Lemos y col.,, 2008; Maia y Campino, 2008). Sin embargo, Mettler y
colaboradores (Mettler y col., 2005), han descrito la baja sensibilidad de ambos
métodos en perros asintomaticos infectados, 29,4% para IFl y 52,9% para rK39-ICT.
En nuestro estudio no observamos diferencias entre los perros asintométicos y los

sintomaticos; De los perros asintométicos PCR positivos, fueron positivos por rK39-ICT
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o IFl el 55,5% y 60% respectivamente. Mientras que en los perros sintomaticos PCR
positivos se detectd una seropositividad por ambos métodos del 66,6%.

Las reacciones cruzadas con otros agentes infecciosos como Babesia canis,
Ehrlichia canis, Neospora caninum, Hepatozoon canis y Trypanosoma cruzi también
han sido descritas (Mancianti y col., 1996; Mettler y col., 2005; Lemos y col., 2008). Y
algunos falsos positivos en los resultados de rK39-ICT han sido atribuidos a factores
desconocidos en la sangre de los perros (Reithinger y col., 2002). En el presente
estudio no podemos afirmar categéricamente el rol de las reacciones cruzadas con T.
cruzi o L. braziliensis, pero es poco probable la presencia de la infeccion autéctona por
estas especies en los perros de la ciudad de Posadas ya que estos parasitos no han
sido descritos en esta zona.

El reciente foco de LV humana y canina establecida en la ciudad de Asuncion,
Paraguay (Canese, 2000; Cousifio, 2006), puede haber sido, por proximidad
geografica, la causa de la introduccion de LV en el Nordeste de Argentina (Salomén y
col., 2009). Aunque para corroborar esta hip6tesis, deberian analizarse los genotipos
circulantes de ambas localizaciones.

En lo referente a la caracterizacion molecular, esta es la primera vez que se

describe y confirma la infeccion autéctona por L. infantum en Argentina.
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4.2. PREVALENCIA E INCIDENCIA ACUMULADA
DE LEISHMANIOSIS CANINA EN LA CIUDAD DE
POSADAS

4.2.1. OBJETIVOS

1. Determinar la prevalencia de la infeccion por L. infantum en los perros
domésticos de la ciudad de Posadas.

2. Calcular la incidencia acumulada de la infeccién por L. infantum en los perros
domésticos de la ciudad de Posadas al afio del muestreo de prevalencia.

3. Determinar los factores de riesgo que influyen en la infeccion por L. infantum

en el perro.

4.2.2. MATERIAL Y METODOS
4.2.2.1. Area de estudio

El area de estudio abarca toda la ciudad de posadas descrita en el estudio 1
(figura 4.2.1 y ANEXO I.1).

Figura 4.2.1. Vistas aéreas de la ciudad de Posadas (fuentes: www.yacyreta.org.ar;
www.lineacapital.com.ar: www.traveliguazu.com.ar).
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4.2.2.2. Selecciéon de animales

Se llevé a cabo un muestreo aleatorio simple en los perros domésticos de la
ciudad de Posadas. Para ello, se calcul6 a priori que serian necesarios entre 322 y
368 perros, con el fin de obtener una estimacion real con un margen de error de + 5%,
y un intervalo de confianza del 95%. Este célculo requirio de los siguientes supuestos:
i) Una poblacion estimada total de perros en la ciudad de 100.000 y ii) Una
seroprevalencia estimada del 30 al 40%. Debido a la imposibilidad de obtener un
listado de los perros domésticos elegibles de la ciudad para llevar a cabo un muestreo
aleatorio simple, se tomé la determinacion de que la unidad de muestreo mas
conveniente serian las viviendas particulares reconocidas en el “Registro de la
propiedad de la Direccion General de Catastro”. Este registro se encuentra dividido en
89.773 entradas (partidas), en su mayoria propiedades particulares urbanizadas
(viviendas o locales comerciales). Aunque también se encuentran incluidas
propiedades no urbanizadas como parques, solares, o zonas recientemente inundadas
en los margenes del rio Parana. Se realiz6 un pequefio estudio piloto con 50
direcciones al azar de entre el listado y se observo que: El 80% del territorio estaba
urbanizado, el 20% de la poblacién no tenia perro, y que el 20% de los encuestados
no querian participar. Por lo que para minimizar los errores en la seleccién de los
participantes en el muestreo, y prevenir la seleccion de errores en la introduccién de
datos en el registro (que no correspondieran a ninguna direccién real o fuesen partidas
no urbanizadas, locales comerciales o viviendas en las que los duefios no tuviesen
perro o que siendo duefios de perros éstos reusasen participar en el estudio), mas un
margen de 25 por si los supuestos no eran los correctos, se decidid seleccionar 600
partidas al azar de las casi 90.000 existentes en el listado del registro.

Para minimizar pérdidas, se decidi6 a priori que si la propiedad inicial
seleccionada no era elegible (un local comercial, baldio, una vivienda sin perro o que
teniendo perro el duefio rehusase participar), se pasaria a la vivienda contigua de la
derecha. Y en el caso en que en la propiedad elegida hubiese mas de un perro, se
ofreceria el diagnéstico a todos, mientras que sélo uno al azar seria incluido en el
estudio. Finalmente, de las 600 partidas seleccionadas, 349 perros pudieron ser
incluidos en el estudio. Una descripcion detallada del proceso de seleccién se muestra

en la figura 4.2.2.
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493 (82,2%)
propiedades
localizadas

600 propiedades
seleccionadas al
azar

107 (17,8%) excluidas:
errores en la direccion,
0 areas ho

402 (81,5%)
propiedades con perro
y consentimiento
informado firmado por
el duefio

91 (18,5%) excluidas:
duefio reusa participar
0 no existe perro en la

349 (86,8%)
muestra de sangre
extraida

53 (13,2%) muestra de
sangre no extraida

urbanizadas propiedad

Figura 4.2.2. Descripcion del proceso de seleccion de los perros para el muestreo aleatorio
simple.

El muestreo aleatorio simple en los perros domésticos de la ciudad de Posadas

se llevé a cabo desde del 1 de octubre al 30 de noviembre de 2009 (ver figura 4.2.3).

Figura 4.2.3. Fotografias de las distintas zonas de la ciudad en donde se llevd a cabo el
muestreo (L Acosta).

Para estimar la incidencia acumulada de la infeccion por L. infantum en los
perros domésticos de la ciudad de Posadas, en 2010 se recurri6 a los perros negativos
por todas las técnicas procedentes del muestreo aleatorio simple del estudio de
prevalencia realizado en el 2009. Finalmente 124 perros fueron incluidos en el estudio
(figura 4.2.4). El muestreo para el célculo de la incidencia acumulada se realizé del 1
al 15 de octubre de 2010.
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causas

Figura 4.2.4. Descripcion detallada del proceso de seleccion de los perros para el muestreo de
incidencia acumulada.

4.2.2.3. Exploracion clinica

Cada perro fue examinado por el veterinario/a, quienes recogieron los signos
clinicos compatibles con LCan usando un protocolo estandarizado (ANEXO 1.4). Los
perros fueron considerados como sintomaticos si tenian uno o mas de los siguientes
signos clinicos: linfadenopatia, onicogrifosis, alopecia, descamaciones, Ulceras,
alteraciones en la mucosa nasal (trufa dafiada), signos oculares (conjuntivitis, uveitis u
otros), pérdida de peso, caquexia, hemorragias, hepatomegalia, esplenomegalia y

apatia (figura 4.2.5). Los perros que no presentaron ninguno de los signos clinicos

descritos fueron considerados como asintomaticos.

Figura 4.2.5. Signos clinicos: A) Linfadenopatia, B) Lesiones cutdneas, C) Lesiones
oculares, D) Lesiones cutaneas y caquexia, E) Lesiones cutaneas y epistaxis, F)
Onicogrifosis (L Acosta).
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Otros parametros como edad, sexo, raza, numero de perros en la casa, y lugar
donde dormia el perro, fueron recogidos simultaneamente (ver ANEXO 1.4). Los perros
fueron agrupados segun los siguientes grupos de edad; 1 afio o menor, de mas de 1
afo a 5 afios, de méas de 5 afios a 10 afios y mayor de 10 afios.

4.2.2.4. Tomade muestra

Después del examen clinico se tomaron dos tipos de muestras:
a) Se colect6 0,6 ml de sangre periférica (SP) en un tubo colector (Multivette®
600 EDTA tubes, Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Germany). Ya en el
laboratorio de la Universidad Nacional de Misiones (UNaM), el plasma fue
separado por centrifugacién (5 minutos a 3.000 rpm).

b) Aspirado de médula 6sea (MO de la union condrocostal) y/o aspirado de

nddulo linfatico del ganglio popliteo (GP).

Tanto la extraccién del aspirado de MO como la de GP, se realiz6 con una aguja
de 0,8 X 25 mm de @, y una jeringuilla de 5 ml y se guardaron en fresco en criotubos
de 3 ml. Ya en el laboratorio se tom6 una alicuota de de 100 pl esta muestra para
cultivo y a la fraccidn restante se le afiadio 500 pl de etanol de 70% como conservante

para posteriores estudios.

Figura 4.2.6. A) Extraccion de sangre periférica, B) Extraccién de médula ésea (L Acosta).

Todas las muestras (excepto los cultivos) fueron conservadas a 4°C en la UNaM
hasta su envio al Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis, ISCIII, Madrid,
Espafa. Donde se conservaron a -20°C hasta su posterior analisis.

Para el estudio de incidencia acumulada se sigui6 el mismo protocolo
establecido para el muestreo aleatorio simple de 2009, pero Unicamente se extrajo una
muestra de sangre periférica, en la que el plasma fue separado por centrifugacion para

posteriores estudios.
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4.2.2.5. Diagndstico
4.2.2.5.1. Diagna@stico parasitologico indirecto

La deteccion de anticuerpos anti-Leishmania en la poblacién de estudio fue
llevada a cabo por cuatro test serolégicos diferentes:

a) Deteccion de anticuerpos anti-Leishmania mediante antigenos completos:

Test de Inmunofluorescencia indirecta (IFl): Se llevo a cabo a partir de 2 pl de

plasma, y siguiendo la metodologia estandar descrita por Bray, 1985 (ver ANEXO
11.1.1).
Test de Aglutinacion directa (DAT): Se realizé siguiendo las instrucciones del

fabricante a partir de 50 pl de plasma (ver ANEXO I1.1.2).

b) Deteccion de anticuerpos anti-Leishmania mediante antigenos
recombinantes:

Test inmunocromatografico rkK39 (rK39-ICT): se usaron 25 pl de sangre

periférica (“in situ” en el momento de la extraccion) o plasma (posteriormente en el
laboratorio del ISCIIl después de centrifugar las muestras de sangre periférica) y se
analizaron siguiendo las instrucciones del fabricante (ANEXO 11.2.1).

ELISA rK39: Se realiz6 a partir de 10 pl de plasma (ver ANEXO 11.2.2).

4.2.2.5.2. Diagndstico parasitoldgico directo
4.2.2.5.2.1. Cultivo

De la muestra de aspirado de MO y/o GP se tomaron 100 pl en medio NNN
(descripcion en ANEXO III.1), conservado en estufa a 26°C hasta su envio al ISCIII,
Madrid, Espafia. Una vez en el ISCIII, los cultivos fueron pasados a medio fresco y se
le realizaron pases sucesivos cada semana que fueron consideraron positivos cuando
se visualizaron promastigotes de Leishmania al microscopio 6ptico, si el resultado fue
negativo después de 3 pases sucesivos (4 semanas de incubacion), el cultivo se

consider6 negativo y se descarto.
4.2.2.5.2.2. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 por el método convencional de extraccién con
fenol-cloroformo y precipitacion con etanol a partir del pellet obtenido después de la

centrifugacion de MO o GP en etanol (10 min de centrifugado a 6.000 rpm). Siguiendo
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la metodologia descrita por Maizels y col., 1991, con pequefias modificaciones (ver
ANEXO 111.2.1). EI ADN obtenido se eluy6 en 100 pl de H,O bd.

4.2.2.5.2.3. PCRy caracterizacion

a) PCR
La deteccion parasitologica fue realizada mediante una PCR directa, utilizando
como region diana la region del espaciador intergénico 1 (ITS-1), usando los
cebadores SAC y VAN2 descritos en el ANEXO I11.2.2.2.

c) Caracterizacion de especie

La identificacion de la especie de Leishmania se realizé tras analizar la digestion
de los productos de amplificacion con la enzima de restriccion Haelll (PCR-RFLP) (ver
ANEXO 111.2.4.2.1) y se confirmd tras analizar las secuencias obtenidas de los
productos de amplificacién de la PCR de la region del espaciador intergénico 1 (ITS-1)
amplificada con los cebadores SAC/VAN2 (Schdnian y col., 2003; ANEXO 111.2.2.2,
11.2.4.3y 11l.2.4.4).

4.2.2.5.3. Criterios de positividad

Los criterios de positividad establecidos en el estudio de prevalencia para el
diagnéstico parasitolégico indirecto en un perro con anticuerpos anti-Leishmania
fueron los siguientes:

i) Positivo por las metodologias que usan antigeno recombinante (rK39-ICT sangre
ylo suero, y/o ELISA rK39) y antigeno completo (IFl y/o DAT) simultineamente.

ii) El criterio de positividad para la técnica de ELISA se establecié a densidad éptica
(DO) por encima del valor 0,13, como la media de las densidades Opticas de 25
perros negativos por todas las pruebas seroldgicas y parasitologicas realizadas,
mas tres veces la desviacion estandar (Ver ANEXO 11.2.2).

iii) La dilucion de corte para positividad del IFI se tom6é como 1/160 y para el DAT la
dilucién 1/1600.

El criterio de positividad en el estudio de prevalencia para el diagndstico
parasitoldgico directo se establecié cuando un perro resulté positivo a la visualizacion
de promastigotes en cultivo y/o deteccion de ADN de Leishmania en las muestras de
ganglio popliteo (GP) o médula 6sea (MO).

Se definié como caso infectado por Leishmania cuando un perro resulté positivo

mediante las técnicas parasitoldgicas indirectas (Antigenos recombinantes vy
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completos simultdneamente) y/o las técnicas parasitolégicas directas (cultivo y/o PCR
indistintamente).

El criterio de positividad para definir caso infectado por Leishmania (caso Leish)
en el estudio de incidencia en lo referente al diagnostico parasitoldgico indirecto fue:
positivo por la técnica de rK39-ICT y positivo por IFI a partir de la dilucién 1/160.

Se defini6 como caso LCan a los perros infectados por Leishmania que

presentaran alguno de los signos clinicos descritos.
4.2.2.6. Analisis estadistico

Para calcularel numero de perros necesario en el muestreo aleatorio simple y el
indice Kappa para determinar la concordancia entre las técnicas diagnésticas
utilizadas se uso el programa estadistico Epidat 3.1 (http://dxsp.sergas.es). Los
datos procedentes del examen clinico y posteriores resultados de andlisis diagndsticos
fueron recopilados e introducidos en una hoja de Excel® (Microsoft, Redmond, WA,
USA). La asociacion entre las distintas variables recopiladas y la positividad a los
distintos métodos seroldgicos utilizados se evalué con el programa SPSS versiéon 16.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) mediante el test de Chi-cuadrado de Pearson o exacto
de Fisher cuando fue necesario. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente

significativas cuando el p-valor fue <0,05.
4.2.2.7. Etica

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de cada duefio antes de la
exploracion clinica y extracciéon de las muestras (ver ANEXO 1.3). El protocolo de
estudio fue revisado por el comité de bioética del Ministerio de Salud de Misiones,
Argentina (Expediente: 6106-135-08; Comité de Bioética, Division de Zoonosis de la
Subsecretaria de Atenciéon Primaria y Salud Ambiental Salud del Ministerio de
Salud de Misiones; Resolucién Ministerial N°: 2332/2008).

4.2.3. RESULTADOS

De los 349 perros analizados, 192 (55,0%) eran machos y 157 (45,0%) hembras.
La edad de los perros estudiados abarcé desde los 4 meses a 16 afos; con una media
de edad de 4,9 afios. Después del examen clinico, 204 (58,5%) perros fueron
clasificados como asintomaticos mientras que 145 (41,5%) presentaron uno o mas de
los signos clinicos relacionados con LCan.

La descripcion detallada de los resultados entre las diferentes técnicas

seroldgicas utilizadas en relacion a las variables estudiadas; sexo, grupo de edad,
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raza, lugar donde duerme el perro en la casa, nimero de perros en la casa y el estatus
clinico en 2009, se puede ver en la tabla 4.2.1.

Respecto a la positividad de las técnicas serolégicas que usan como antigeno
una proteina recombinante de Leishmania (rK39), cuando el test ICT fue realizado en
plasma, se obtuvieron 104 (29,8%) perros seropositivos, mientras que cuando el test
se realiz6 directamente en sangre 67 (19,2%) perros resultaron positivos. Un total de
112 (32,1%) perros fue positivo en sangre y/o plasma. La concordancia entre el ICT en
sangre y plasma fue del 59,6 % (50,1%-69,0%). Los resultados tras el estudio de
concordancias entre técnicas se pueden ver en la tabla 4.2.4. Al analizar los plasmas
por ELISA 72 (20,8%) perros resultaron seropositivos. Un total de 117 (33,5%) perros
fueron positivos por rK39-ICT y/o ELISA. La concordancia entre ambas técnicas
resultd del 63,6% (54,7%-72,5%).

Cuando se analiz6 la seropositividad por las técnicas que usan antigeno
completo de Leishmania 78 (22,3%) perros fueron positivos por IFl en plasma y 64
(18,3%) por DAT. Un total de 80 (22,9%) resultaron seropositivos por IFI y/o DAT. La
concordancia entre ambas técnicas resulté del 80,6% (72,8%-88,3%).

Al analizar los perros que fueron positivos conjuntamente a antigeno total y
antigeno recombinante, finalmente se obtuvieron 70 (20,1%) perros positivos por
ambas metodologias. La concordancia entre ambas resulté del 60,2% (51,2%-69,3%).

En lo referente a la positividad de las técnicas parasitologicas directas, en el
16,6% (43/258) de los cultivos se visualizaron promastigotes de Leishmania. Los
resultados entre las diferentes técnicas parasitologicas directas utilizadas en relacion a
las variables estudiadas, se pueden ver en la tabla 4.2.2. Segun el tipo de muestra
resultaron positivos en cultivo 10,4% (13/125) muestras de GP y 15,8% (32/202)
muestras de MO. Mientras que se detectdé ADN de Leishmania infantum en el 16,8%
(53/314) de los perros estudiados. Segun el tipo de muestra se amplific6 ADN en
11,2% (14/125) muestras de GP y 13,0% (41/314) de MO. Teniendo en cuenta a los
perros positivos por ambas técnicas parasitolégicas directas, en el 17,0% (55/322) de
los perros se pudieron observar promastigotes en cultivo y/o ADN de Leishmania (ver
tabla 4.2.3 y figura 4.2.7). La concordancia entre ambas técnicas resulté del 96,3%
(92,6%-100%).

La prevalencia de la infeccién por Leishmania en los perros domésticos de la
ciudad de Posadas result6 del 22,3% (17,6%-27,8%). Un total de 78 perros fueron
diagnosticados como caso infectado por Leishmania. La concordancia entre las
técnicas parasitoldgicas directas e indirectas resulté del 69,3% (59,3%-79,3%). La
distribucion espacial de los casos caninos positivos frente al total de perros estudiados

en la ciudad de Posadas, se muestra en la figura 4.2.8.
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Frecuencia mm“mm_.qm ICT plasma ICT Total ELISA AG recomb IFI DAT ooh%_mﬁo SERO-pos
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Macho 192 (55,0) 38(56,7) 56 (53.8) 59(52,7)  41(56,9) 62(53,00 41(52,6) 36(56,2) 42(52,5 37(52,9)
Hembra 157 (45,0) 29 (43,3)  48(46.2) 53(47,3) 31(431) 55(47,00 37(47,4) 28(43,8) 38(47,5 33(47,1)
Grupo de edad
<1 afo 51 (14,6) 8(11,9) 11 (10.6) 12 (10,7) 9 (12,5) 13 (11,1) 11 (141) 9(14,1) 11(13,7) 8(11,4)
>1-5 afios 173 (49,6) 40(59,7) 58 (55.8) 62 (554) 37(51,4) 63(53,8) 41(52,6) 35(54,7) 41(51,3) 39(55,7)
>5-10 afios 101 (28,9) 16 (23,9)  28(26.9) 31(27,77 20(27,8) 33(28,3) 19(24,3) 17(26,6) 20(250) 17 (24,3)
<10 afios 24 (6,9) 3(4,5) 7(6.7) 7(6,2) 6 (8,3) 8 (6,8) 7(9,0) 3(4,6) 8 (10,0) 6 (8,6)
Raza
Raza definida 94 (26,9) 18 (26,9) 24 (23.1) 26(2322) 19(26,4) 28(24,0) 22(28,2) 18(28,1) 22(27,5) 17 (24,3)
Mestizo 255(73,1) 49(731) 80(76.9)  86(768) 53(736) 89(76,0) 56(718) 46(71,9) 58(725) 53(75,7)
Donde duerme el
perro
Dentro 73 (20,9) 9 (13,4) 15 (14.4) 19 (16,9) 7(9,7) 20 (17,1) 8 (10,2) 4 (6,2) 8 (10,0) 7 (10,0)
Fuera 263 (75,4) 57(851)  85(81.7) 89(795) 64(88,9  93(79,5) 68(87,2) 58(90,6) 70(87,5 61(87,1)
Ambos 13 (3,7) 1(1,5) 4(3.9) 4 (3,6) 1(1,4) 4 (3,4) 2(2,6) 2(3,2) 2 (2,5) 2(2,9)
Namero de
perros/casa
1 172 (49,3) 24 (35,8) 44 (42.3) 48 (42,9) 30(41,7) 50(42,7)0 29(37,2) 26(40,6) 31(38,8) 27(38,6)
2 115(32,9) 31(46,3) 45(43.3) 47 (41,9) 31(43,1) 484100 36(46,1) 27(42,2) 36(450) 32(457)
3 44 (12,6) 9(13,4) 10 (9.6) 12 (10,7) 7(9,7) 13 (11,1) 7(9,0) 7 (11,0 7(8,7) 7 (10,0)
>3 18 (5,2) 3(4,5) 5(4.8) 5(45 4 (5,5) 6 (5,2) 6 (7,7) 4 (6,2) 6 (7,5) 4 (5,7)
Estatus clinico
Asintomatico 204 (58,5) 32 (47,8) 55(52,9) 59 (52,7) 40(55,6) 62(53,00 45(57,7) 33(51,6) 46 (57,5) 38(54,3)
Sintomatico 145 (41,5) 35(52,2) 49 (47,1) 53 (47,3) 32 (44,4) 55(47,0) 33(42,3) 31(48,4) 34(425) 32(45,7)
positivos/analizados 349 (100) mﬁw\wﬁw@ wamww_o HMHN%M@ ﬂm\%m_vm Hﬂmww_o wﬁm\owm_v@ mm\owm_v@ mm\ow%o ﬂw\ %m_v@

Tabla 4.2.1. Frecuencia de los perros positivos en relacion a la seropositividad de las diferentes técnicas realizadas y a las variables estudiadas en el estudio
de prevalencia de 2009. ICT Total: positivo por ICT en sangre y/o plasma; Ag recomb: positivo por ICT y ELISA; Ag completo: positivo por IFl y DAT; SERO-
pos: positivo por Ag recombinante y Ag completo.



Frecuencia CULTIVO PCR PARA-pos Infectado
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Macho 192 (55,0) 27 (62,8) 33 (62,3) 33 (60,0) 41 (52,6)
Hembra 157 (45,0) 16 (37,2) 20 (37,7) 22 (40,0) 37 (47,4)
Grupo de edad
<1 afio 51 (14,6) 7 (16,3) 9 (16,9) 9 (16,4) 10 (12,8)
>1-5 afios 173 (49,6) 22 (51,2) 29 (54,8) 29 (52,7) 42 (53,8)
>5-10 afios 101 (28,9)  13(30,2) 13 (24,5) 15 (27,3) 20 (25,7)
<10 afios 24 (6,9) 1(2,3) 2(3,8) 2(3,6) 6 (7,7)
Raza
Raza definida 94 (26,9) 13 (30,2) 17 (32,1) 18 (32,7) 22 (28,2)
Mestizo 255 (73,1) 30 (69,8) 36 (67,9) 37 (67,3) 56 (71,8)
Donde duerme el
perro
Dentro 73 (20,9) 1((2,3) 3(5,7) 3(5,5) 8 (10,2)
Fuera 263 (75,4) 41 (95,4) 49 (92,4) 51 (92,7) 68 (87,2)
Ambos 13 (3,7) 1(2,3) 1(1,9) 1(1,8) 2 (2,6)
Numero de
perros/casa
1 172 (49,3) 16 (37,2) 19 (35,8) 21 (38,2) 32 (41,0)
2 115 (32,9) 21 (48,8) 25 (47,2) 25 (45,4) 34 (43,6)
3 44 (12,6) 3(7,0) 5(9,4) 5(9,1) 7 (9,0)
>3 18 (5,2) 3(7,0) 4 (7,6) 4 (7,3) 5 (6,4)
Estatus clinico
Asintomatico 204 (58,5) 22 (51,2) 27 (50,9) 29 (52,7) 43 (55,1)
Sintomatico 145 (41,5) 21 (48,8) 26 (49,1) 26 (47,3) 35 (44,9)
Positivos/analizados 349 (100) 43/258 (100) 53/314 (100) 55/322 (100) 78/349 (100)

Tabla 4.2.2. Frecuencia de los perros positivos en relacibn a las diferentes técnicas
parasitoldgicas directas empleadas, los casos totales de LCan y a las variables estudiadas en el
estudio de prevalencia de 2009. PARA-pos: positivo por cultivo y/o PCR; Infectado: positivo
mediante PARA-pos y/o SERO-pos.

Frecuencia  CULTIVO PCR PARA-pos
n (%) n (%) n (%) n (%)
GP 120 (37,3) 11 (25,6) 12 (22,6) 13 (23,6)
MO 197 (61,2) 30 (69,8) 39 (73,6) 40 (72,7)
GP/MO 5(1,5) 2 (4,6) 2 (4,6) 2(3,7)
Total 322 (100) 43 (100) 53 (100) 55 (100)

Tabla 4.2.3. Resultados del analisis parasitolégico directo en ganglio
popliteo (GP), médula ésea (MO), ganglio popliteo y médula ésea

(GP/MO). PARA-pos: positivo por cultivo y/o PCR.

Porcentaje (%)

CULTIVO

PARAPOS

==

EGP @MO

Figura 4.2.7. Representacion gréfica de la tabla 4.3.3.
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m%ma n_%_ﬂ_m %w_ ELISA FI | DAT | %_ﬁm_ma Cultivo | PCR
ICT sangre 1
ICT plasma 0,596 1
ICT total 0,669 | 0,946 &1
ELISA 0,703 | 0,684 0636 1
IFI 0,644 | 0,661 | 0614 0796 | 0587 | 1
DAT 0,728 | 0,615 | 0,570 0,799 @ 0544 0806 1
Ag completo | 0,665 | 0,677 | 0,630 | 0,815 | 0,602 |0,948|0,826 1
cultivo 0,662 | 0,485 | 0,465 0,654 0,433 | 0,647 0,781 0,653
PCR

Tabla 4.2.4. indice Kappa de las diferentes técnicas diagndsticas empleadas en el muestreo de prevalencia de 2009. ICT Total: ICT sangre y/o plasma; Ag
recomb: positivo por ICT y ELISA; Ag completo: positivo por IFl y DAT; SERO-pos: positivo por Ag recomb y Ag completo; PARA-pos: positivo por cultivo y/o
PCR; Infectado: positivo mediante PARA-pos y/o SERO-pos.
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Figura 4.2.8. Distribucién espacial de los perros muestreados aleatoriamente en 2009. Nuevo curso
de agua a 83 metros sobre el nivel del mar.
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De los 78 perros diagnosticados como caso infectado por Leishmania, en 47
(60,3%) de ellos las pruebas parasitolégicas directas e indirectas fueron concordantes.
Sin embargo, 23 (29,5%) perros fueron positivos serolégicamente a antigenos
completos y recombinantes simultdneamente, pero las técnicas parasitolégicas
directas resultaron negativas. Mientras que 8 (10,3%) perros resultaron positivos
Unicamente por las pruebas parasitolégicas directas, siendo serolégicamente
negativos. De los 78 perros considerados como caso infectado por Leishmania; 53
(67,9%) perros fueron positivos por PCR, 43 (55,1%) por cultivo, 61 (78,2%) lo fueron
por DAT, 70 (89,7%) por IFI, 66 (84,6%) por ELISA, 70 (89,7%) por ICT en plasma, 55
(70,5%) por ICT en sangre.

De los 204 perros asintomaticos, 62 (30,4%) fueron positivos por antigeno
recombinante y 46 (22,5%) por antigeno completo. Finalmente se observé que 38
(18,6%) de ellos resultaron seropositivos por ambas metodologias (antigeno
recombinante y completo). En 29 (14,2%) de estos perros asintomaticos se observaron
promastigotes en cultivo o se amplifico el ADN de Leishmania. Un total de 43 (21,1%)
perros asintomaticos fueron diagnosticados como caso infectado.

Respecto a los perros que presentaron uno o mas de los signos clinicos, de los
145 perros sintomaticos, 55 (37,9%) fueron reactivos por alguna de las dos técnicas
empleadas que usan antigeno recombinante, mientras que 34 (23,4%) lo fueron por
alguna de las técnicas que usan antigenos completos de Leishmania. Resultando un
total de 32 (22,1%) perros reactivos simultAneamente por ambas técnicas. En 26
(17,9%) de estos 145 perros sintomaticos se observaron promastigotes en cultivo o se
amplificd el ADN de Leishmania. Un total de 35 (24,1%) perros sintomaticos fueron
diagnosticados como caso de LCan.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las
siguientes variables estudiadas y las técnicas que se nombran a continuacion: La
variable “Donde duerme el perro” con las técnicas de ELISA, DAT, SERO-pos, PCR,
Cultivo, PARA-pos y Caso de LCan (p< 0,05). Asi como, entre el “Tipo de muestra”
(MO o G) respecto a la variable PCR y PARA-pos (p< 0,05).

Los resultados de los signos clinicos estudiados en 2009, se pueden observar en
la tabla 4.2.5. El signo clinico mas prevalente fue linfadenopatia, siendo observado en
124 (85,5%) de los 145 perros sintomaticos estudiados. Siendo considerados como
caso de LCan 32 (25,8%) de los perros que la presentaban.

Por otro lado, 51 (35,2%) de los perros estudiados presentaron onicogrifosis, 27
(52,9%) de ellos fueron diagnosticados como caso de LCan. De los 48 perros con
descamaciones, 16 resultaron ser casos de LCan (33,3%). De los 44 perros que

presentaron alopecia, 11 (25,0%) fueron considerados casos de LCan. De los 39
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perros en los que se habia observado una pérdida de peso, 12 (30,8%) de ellos
resultaron casos LCan. De los 32 perros que presentaron hepatomegalia, 11 (34,4%)
fueron considerados como casos de LCan. De los 31 perros que presentaron
esplenomegalia, 11 (35,5%) fueron considerados casos de LCan. De los 31 perros que
presentaron signos oculares, 11 (35,5%) fueron considerados como casos LCan. De
los 28 perros en los que se observaron las mucosas pélidas, 5 (17,8%) de ellos fueron
casos LCan. De los 5 perros que presentaron Ulceras cutaneas, 5 (20,0%) de ellos
fueron diagnosticados como casos de LCan. De los 11 perros que tenian hemorragias,
2 (18,2%) resultaron ser casos de LCan. De los 9 perros con apatia, 1 (11,1%) fue
considerado como caso de LCan. De los 9 perros que tenian la trufa dafiada, 3
(33,3%) resultaron casos de LCan. Finalmente, de los 4 perros en los que se observo

caquexia, 1 (25,0%) fue considerado caso de LCan.

: Ag AG CASO
SINTOMAS ~ Trecuencia .. mb completo SEROS - [Pl LCan

n (%) n (%) n (%) pos n (%) pos n (%) n (%)
Linfadenopatia 124 (85,5) 47 (85,5) 30(88,2) 29(90,6) 24(92,3) 32(91,4)

Onicogrifosis 51(35,2) 34(61,8) 28(82,3) 26(81,2) 23(88,5) 27(77,1)
Descamaciones  48(33,1) 18(32,7) 14(41,2) 14 (43,7) 12(46,1) 16 (45,7)
Alopecia 44 (30,3) 14 (255) 12(35,3) 11(34,4) 6(23,1) 11(31,4)

Pérdidade peso 39(26,9) 17(30,9) 11(32,4) 11(344) 8(30,8) 12(34,3)
Hepatomegalia 32(22,1) 14 (255 11(32,4) 11(34,4) 7(26,9 11(31,4)
Esplenomegalia 31(21,4) 14(255) 11(32,4) 11(34,4) 7(26,9) 11(31,4)

Oculares 31(21,4) 14(255) 11(32,4) 11(34,4) 8(30,8) 11 (31,4)
Mucosas palidas 28 (19,3) 8 (14,5) 6 (17,6) 5(15,6) 2(7,7) 5 (14,3)
Ulceras 25(17,2) 7(127 5147 5(156) 1(3,8) 5 (14,3)
Hemorragias 11 (7,6) 4(7,3) 2 (5,9) 2 (6,2) 2(7,7) 2(5,7)
Apatia 9 (6,2) 3(5,5) 1(2,9) 1(3,1) 0 (0,0 1(2,8)
Trufa dafiada 9 (6,2) 3(5,5) 3(8,8) 3(9,4) 2(7,7) 3(8,6)
Caquexia 4 (2,8) 2 (3,6) 1(2,9) 13,1 0 (0,0) 1(2,8)
Total (%) 145 (100) 55(100) 34 (100) 32 (100) 26 (100) 35 (100)

Tabla 4.2.5. Positividad de los diferentes métodos empleados respecto a los signos clinicos
estudiados en el muestreo de prevalencia de 2009. Ag recomb: positivo por ICT y ELISA;
Ag completo: positivo por IFlI y DAT; SERO-pos: positivo por Ag recomb y Ag completo;
PARA-pos: positivo por cultivo y/o PCR; Caso LCan: Positivo mediante PARA-pos y/o
SERO-pos.

Las diferencias encontradas entre la variable “Estatus clinico” y la positividad a
los test diagnosticos realizados no resultaron estadisticamente significativas. Sin
embargo, al analizar los signos clinicos individualmente se observé que las diferencias

encontradas en el signo clinico “Onicogrifosis” respecto a todos los test diagndsticos
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utilizados, fueron estadisticamente significativas. Asi como entre las diferencias
encontradas entre “Hepatomegalia” y “Esplenomegalia” con ELISA y DAT, vy
finalmente, entre la variable “Oculares” con la positividad al ELISA, y ser seropositivo.
Respecto al nimero de signos clinicos compatibles con LCan que se estudiaron
en los perros de la ciudad de Posadas, el 53,1% (77/145) de los casos sintomaticos
diagnosticados presentaban 1 6 2 signos clinicos. Ver resultados en la tabla 4.2.6.

No. Frecuencia Ag recomb Agl SERO-pos PARA-pos Infectado
Signos n (%) n (%) CO:‘(E’, /0‘)“0 n (%) n (%) n (%)
0 204 (58,5) 62(53,0)0 46(59,5) 38(54,3) 29(52,7) 43 (55,1)
1 46 (13,2) 20(17,00 10(12,5) 9(12,8) 6 (10,9) 9 (11,5)
2 31 (8,9) 10 (8,5) 6 (7,5) 5(7,1) 6 (10,9) 7 (9,0)
3 17 (4,9) 6 (5,1) 3(3,7) 3(4,3) 3(5,5) 3(3,8)
4 16 (4,6) 3(2,6 337 3(4,3) 4 (7,3) 4 (5,1)
5 7 (2,0) 2(1,7) 1(1,2) 1(1,4) 1(1,8) 1(1,3)
6 7 (2,0) 5(4,3) 3(3,7) 3(4,3) 3(5,5) 3(3,8)
7 6 (1,7) 3(2,6) 3(3.7) 3(4,3) 1(1,8) 3(3,8)
8 6 (1,7) 21,7 2(2,5) 2(2,8) 0 (0,0) 2(2,6)
9 4(1,1) 2(1,7) 2 (2,5) 2 (2,8) 2 (3,6) 2 (2,6)
10 1(0,3) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
12 2(0,6) 2(1,7) 1(1,2) 1(1,4) 0(0,0) 1(1,3)
13 2(0,6) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Total 349 (100) 117 (100) 80 (100) 70 (100) 55(100) 78 (100)

Tabla 4.2.6. Distribucién de positivos por las distintas técnicas utilizadas respecto al
namero de signos clinicos que presentaban los perros en el estudio realizado en 2009.
No. Sig: NUumero de signos clinicos; Ag recomb: positivo por ICT y/o ELISA; Ag
completo: positivo por IFl y/o DAT; SERO-pos: positivo por Ag recombinante y Ag
completo; PARA-pos: positivo por cultivo y/o PCR; Infectado: positivo mediante PARA-
pos y/o SERO-pos.

Fueron identificados como infectados el 19,6% (9/46) de los perros que
presentaban uno de los signos clinicos compilados, mientras que el 22,6% (7/31) de
los positivos presentaban dos signos clinicos, de los que presentaban tres signos
clinicos resulté positivo 17,6% (3/17), el 25,0% (4/16) de los que presentaban 4, el
14,3% (1/7) de los que presentaban 5, el 42,8% (3/7) de los que presentaban 6 signos
clinicos, el 50,0% (3/6) resulto positivo de los que tenian 7 signos clinicos, 33,3% (2/6)
de positivos de entre los que presentaban 8 signos, el 50,0% (2/4) de positivos de
entre los que presentaban 9 signos clinicos de los estudiados, y el 50,0% (1/2) de
entre los que presentaban 12 signos clinicos result6 positivo a LCan.

En el estudio de incidencia acumulada de 2010, de los 216 perros
seleccionados como negativos por todas las técnicas en el muestreo aleatorio simple

realizado en 2009, a 32 (14,8%) no se les pudo localizar. Finalmente se encontrd a
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184 (85,2%) de los perros, de los que 36 (19,6%) de los duefios no quisieron continuar
con su participacién en el estudio, 24 (13,0%) perros habian muerto por diferentes
causas en el trascurso del afio (en 2 (8,3%) la causa de la muerte fue LCan segln sus
respectivos veterinarios), y 124 (67,4%) de los duefios aceptaron participar en la
segunda parte del estudio y que se le tomase una nueva muestra a su perro.

De los 148 perros cuyos duefios aceptaron participar en el estudio de incidencia
de 2010, 24 de ellos habian muerto en el transcurso de afio. La incidencia acumulada
observada fue del 10,5% (4,7%-16,3%) por afio (13/124), siendo el 6,4% (8/124) por
ICT en sangre, 13,7% (17/124) por ICT en plasma y 10,5% (13/124) por IFl. La
descripcion detallada de los resultados entre las diferentes técnicas serologicas
utilizadas en relacion a las variables estudiadas en el estudio de incidencia en 2010;
sexo, grupo de edad, raza, lugar donde duerme el perro en la casa, nUmero de perros

en la casa y el estatus clinico se pueden ver en la tabla 4.2.7.

Total ICT sangre ICT plasma IFI Infectado
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Macho 66 (53,2) 4 (50,0) 10 (58,8) 6 (46,2) 6 (46,2)
Hembra 58 (46,8) 4 (50,0) 7 (41,2) 7 (53,8) 7 (53,8)
Grupo de edad
<1 afio 1(0,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
>1-5 afios 61(49,2) 6 (75,0) 11 (64,7) 8 (61,5) 8 (61,5)
>5-10 afos 48 (38,7) 2 (25,0) 5 (29,4) 4 (30,8) 4 (30,8)
>10 afios 14(11,3) 0 (0,0) 1(5,9) 1(7,7) 1(7,7)
Raza
Raza definida 37 (29,8) 5 (62,5) 12 (70,5) 10 (76,9) 10 (76,9)
Mestizo 87 (70,2) 3(37,5) 5 (29,4) 3(23,1) 3(23,1)
Donde duerme el
perro
Dentro 27 (21,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Fuera 91 (73,4) 8 (100) 17 (100) 13 (100) 13 (100)
Ambos 6 (4,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
NUumero de
perros/casa
1 54 (43,5) 3(37,5) 5 (29,4) 3(23,1 3(23,1)
2 41 (33,1) 2 (25,0) 6 (35,4) 4 (30,7) 4 (30,7)
3 16 (12,9) 2 (25,0) 3(17,6) 3(23,1) 3(23,1)
>3 13 (10,5) 1(12,5) 3(17,6) 3(23,1) 3(23,1)
Estatus clinico
Asintomatico 70 (56,5) 1(12,5) 7(41,2) 3(23,1) 3(23,1)
Sintomatico 54 (43,5) 7(87,5) 10 (58,8) 10 (76,9) 10 (76,9)
Total 124 (100) 8 (100) 17 (100) 13 (100) 13 (100)

Tabla 4.2.7. Frecuencia de los perros positivos en relacion a la seropositividad de las
diferentes técnicas realizadas y a las variables estudiadas, en el estudio de incidencia
acumulada de 2010. Infectado: positivo por ICT en sangre y/o plasma e IFI.
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La concordancia entre ICT al ser realizado en sangre e ICT en plasma resulto del
60,5% (37,7%-83,3%), entre ICT en plasma e IFI y/o Infectado (caso infectado) resulté
del 74,1% (52,7%-95,6%), entre ICT en plasma e IFI y/o Infectado del 84,9% (70,5% -
99,3%). Entre IFI e infectado resulté del 100% (ver tabla 4.2.8).

ICT sangre | ICT plasma IFI Infectado
ICT sangre 1
ICT plasma 0,605 1
IFI 0,741 0,849 1
Infectado 0,741 0,849 1 1

Figura 4.2.8. indice Kappa de las diferentes técnicas diagndsticas
empleadas en el estudio de incidencia acumulada de 2010.
Infectado: positivo por ICT en sangre y/o plasma e IFI.

La distribucion de los perros positivos en 2010 se puede ver en la figura 4.2.9.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la positividad de las
distintas técnicas utilizadas y las variables estudiadas, salvo en la variable “Habitat” y
rK39 en plasma. Respecto a los signos clinicos se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la variable “Estatus clinico” e ICT sangre, IFl e
“‘intectado”.

El 43,5% (54/124) de los perros estudiados resultaron sintomaticos, siendo
seropositivos el 18,5% (10/54) de ellos. Mientras que de los 13 positivos por ambas
técnicas (ICT e IFI), el nimero de perros sintomaticos supuso el 76,9% (10/13). Los
resultados de los signos clinicos estudiados en 2010 se pueden observar en la tabla
4.2.9.

El signo clinico mas prevalente fue linfadenopatia, siendo observado en 41
(75,9%) de los 54 perros sintomaticos estudiados. Siendo seropositivos 7 (17,1%) de
los perros que la presentaban. Por otro lado, de los 24 perros con descamaciones, 7
(29,2%) resultaron ser casos de LCan. De los 23 perros que presentaron alopecia, 4
(17,4%) fueron considerados casos de LCan. De los 22 perros en los que se
observaron las mucosas palidas, 3 (13,6%) de ellos fueron casos de LCan. De los 21
perros que presentaron esplenomegalia, 6 (28,6%) fueron considerados casos de
LCan. De los 17 de los perros estudiados que presentaron onicogrifosis, 4 (23,5%) de
ellos fueron diagnosticados como casos de LCan. De los 16 perros en los que se
habia observado una pérdida de peso, 6 (37,5%) de ellos resultaron casos de LCan.
De los 15 perros que presentaron hepatomegalia, 5 (33,3%) fueron considerados
como casos de LCan. De los 11 perros que presentaron Ulceras cutaneas, 2 (18,2%)
de ellos fueron diagnosticados como casos de LCan. De los 3 perros que tenian

hemorragias, 1 (33,3%) resultaron ser casos de LCan. De los 3 perros que
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presentaron signos oculares, 1 (33,3%) fue considerado como caso de LCan.
Finalmente, no se observaron casos de LCan con apatia, caquexia o trufa dafada.
Teniendo en cuenta los signos clinicos individualmente se encontrd6 asociacion
estadisticamente significativa entre las variables “Descamaciones”, “Hepatomegalia”,
“Esplenomegalia”, “Adelgazamiento” y la positividad a ICT en sangre, ICT plasma, IFl y
ser caso de LCan.

Respecto al nimero de signos clinicos compatibles con LCan que fueron
observados en el estudio de incidencia acumulada de 2010, el 55,6% (30/54) de los
casos sintomaticos diagnosticados presentaba de 1 a 3 signos clinicos. Ver resultados
en la tabla 4.2.10. Fueron diagnosticados como caso de LCan el 9,1% (1/11) de los
perros que presentaban uno de los signos clinicos compatibles con LCan, mientras
que el 25,0% (3/12) de los positivos presentaban tres signos clinicos, el 20,0% (1/5) de
los que presentaban cuatro, el 33,3% (2/6) de los que presentaban cinco, el 33,3%
(2/6) de los que tenian siete signos clinicos, y el 33,3% (1/3) de entre los que
presentaban ocho signos clinicos resulté positivo. No se encontraron casos de LCan

con dos, seis 0 nueve signos clinicos.

s 1 O
i) n (%) n (%) w (g n (%)
Linfadenopatia 41 (75,9) 5(71,4) 7 (70,0) 7 (70,0) 7 (70,0)
Descamaciones 24 (44,4)  4(57,1) 7 (70,0) 7 (70,00 7 (70,0
Alopecia 23 (42,6) 2 (28,6) 4 (40,0) 4 (40,0) 4 (40,0)
Mucosas palidas 22 (40,7) 3(42,8) 3(30,0) 3(30,0) 3(30,0)
Esplenomegalia 21 (38,9) 6 (85,7) 6 (60,0) 6 (60,0) 6 (60,0)
Onicogrifosis 17 (31,5)  3(42,8) 4 (40,0) 4 (40,0) 4 (40,0)
Pérdida de peso 16 (29,6) 3(42,8) 6 (60,0) 6 (60,0) 6 (60,0)
Hepatomegalia 15 (27,8) 5(71,4) 5 (50,0) 5 (50,0) 5 (50,0)
Ulceras 11 (20,4) 2 (28,6) 2 (20,0) 2 (20,0) 2 (20,0)
Hemorragias 3(5,6) 1(14,3) 1(10,0) 1(10,0) 1(10,0)
Oculares 3 (5,6) 1(14,3) 1(10,0) 1(10,0) 1(10,0)
Apatia 2 (3,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Caquexia 1(0,2) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Trufa dafiada 1(0,2) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Sintomaticos 54 (100) 7 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)

Tabla 4.2.9. Positividad de los diferentes métodos serolégicos empleados respecto a los
signos clinicos estudiados en los perros del estudio de incidencia de 2010. Caso LCan:
positivo por rK39-ICT sangre y/o plasma e IFI.
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No. Sig Frecuencia ICT sangre ICT plasma IFI Infectado
' n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
0 70 (56,5) 1(12,5) 7(41,2) 3(23,1) 3(23,1)
1 11 (8,9) 1(12,5) 1(5,9) 1(7,7) 1(7,7)
2 7 (5,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
3 12 (9,7) 1(12,5) 3(17,6) 3(23,1) 3(23,1)
4 5 (4,0) 1(12,5) 1(5,9) 1(7,7) 1(7,7)
5 6 (4,8) 1(12,5) 2 (11,8) 2 (15,4) 2 (15,4)
6 3(2,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
7 6 (4,8) 2 (25,0) 2 (11,8) 2 (15,4) 2 (15,4)
8 3(2,4) 1(12,5) 1(5,9) 1(7,7) 1(7,7)
9 1(0,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Total 124 (100) 8 (100) 17 (100) 13 (100) 13 (100)

Tabla 4.2.10. Positividad de los diferentes métodos serolégicos empleados,
respecto al nimero de signos clinicos que presentaban los canes en el estudio de
incidencia acumulada. Infectado: positivo por rK39-ICT sangre y/o plasma e IFI.
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Figura 4.2.9. Distribucién espacial de los perros muestreados aleatoriamente
en 2009 y positivos en el estudio de incidencia acumulada de 2010.
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Los resultados de la comparativa entre el muestreo aleatorio simple de 2009 y el
estudio de incidencia realizado en 2010 respecto a las variables estudiadas y los
diferentes signos clinicos observados se pueden ver en la figura 4.2.10 y 4.2.11.
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Figura 4.2.10. Comparacion de resultados respecto a la positividad a las variables estudiadas
respecto a ser caso infectado por Leishmania. MAS 2009: muestreo aleatorio simple de 2009;
IA 2010: estudio de incidencia acumulada de 2010.
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Figura 4.2.11. Comparacién de resultados respecto a la positividad de los signos clinicos
estudiados respecto a ser caso de LCan. MAS 2009: muestreo aleatorio simple de 2009; IA
2010: estudio de incidencia acumulada de 2010.
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4.2.4. DISCUSION

La prevalencia de la infeccion por Leishmania resultante del muestreo aleatorio
simple llevado a cabo en los perros domésticos de la ciudad de Posadas fue del 22,3%
(17,8%-26,9%). Esto sugiere que aproximadamente uno de cada cuatro perros de la
ciudad podria estar infectado. Si bien la prevalencia observada es un poco mas baja
gue el rango de entre el 25 al 75% descrito por Dantas-Torres en otras areas
endémicas tradicionales de América Latina (Dantas-Torres, 2009), su valor nos lleva a
considerar que aqui la enfermedad podria estar bien establecida y Posadas puede ser
considerada un area endémica de reciente introduccion para LVZ.

El disefio de nuestro estudio permitio la obtencién de una muestra representativa
para determinar la prevalencia real de infeccion por L. infantum y de LCan en los
perros domésticos de la ciudad de Posadas. Sin embargo, aunque no permite la
comparacion entre las diferentes areas estudiadas de la ciudad, si se puede observar
un patron de distribucion homogéneo de los perros positivos en la misma. Debido a
gue la unidad de muestreo seleccionada fueron las viviendas de la ciudad, se puede
observar la concentracién de casos en areas mas densamente pobladas, mientras que
en las menos pobladas los perros seleccionados muestran una distribucibn mas
dispersa. Esta observacion contrasta con otros estudios en la misma zona, los cuales
abogan por una distribucién focal de los vectores asociada a una presencia de
“clusters” de infeccién (Fernandez y col., 2010; Acardi y col., 2010). No obstante, otros
autores han observado que no es estrictamente necesario que haya una estrecha
relacion entre el patron de distribucion de los vectores y la ocurrencia de los casos
caninos (Michalsky y col., 2009). La distribucién homogénea de los perros infectados
podria deberse a la movilidad de los perros, ya sea por ellos mismos o por sus
duefios. Si los casos humanos fuesen punteados en un mapa, estos mostrarian una
distribucién espacial homogénea similar a la de los casos caninos (datos no
publicados).

En la practica, al diagnéstico de LCan se puede llegar por métodos
parasitologicos directos e indirectos. La demostracién del pardsito por microscopia,
cultivo o deteccién de ADN es la confirmacion definitiva de la infeccién. Mientras que
las pruebas seroldgicas son la herramienta del diagnéstico estandar para la deteccion
de perros infectados en areas endémicas, teniendo en cuenta consideraciones como
el coste o la sensibilidad (Reithinger y Davies, 1999). Por ello, aunque para el
diagnéstico clinico, no se pueden desligar las pruebas directas e indirectas, la
prevalencia de la leishmaniosis es determinada generalmente por estudios

seroepidemiologicos (Alvar y col., 2006). Una limitacién de las técnicas seroldgicas
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empleadas es que pueden presentar falsos positivos debido a reacciones cruzadas
con otros agentes infecciosos (Troncarelli y col., 2008) o por factores desconocidos
presentes en la sangre de los perros (rK39-ICT) (Reittinger y col., 2002; Alves y
Bevilacqua, 2004; Alvar y col., 2004). En tal caso, se podria estar sobrestimando la
prevalencia de la infeccién por Leishmania. Aunque en este caso es poco probable la
existencia de reacciones cruzadas con T. cruzi o L. braziliensis ya que estos
patégenos no han sido descritos en esta area por el momento (Ministerio de Salud de
Misiones). Aun asi, se decidié establecer como caso de infeccién por Leishmania a los
perros que serolégicamente fuesen positivos tanto a antigeno recombinante como
completo, minimizando la posibilidad de reacciones cruzadas con T. cruzi y los falsos
positivos de rK39-ICT por factores desconocidos en la sangre de los perros.

Respecto a la concordancia entre las técnicas en este contexto epidemiolégico
se puede observar que la concordancia entre ser caso de LCan es buena (0,60-0,80)
respecto al ICT realizado tanto en SP como en plasma. Se puede observar que ambas
poseen la misma magnitud (0,696), esto supone una ventaja en el terreno del ICT al
ser realizado en sangre entera vs plasma, ya que el resultado se puede tener en el
momento. Ademas supone un abaratamiento de los costes. i) No es necesario
personal especializado (veterinario) para extraer un gran volumen de sangre, una
puncién con lanceta y utilizar unas gotas de sangre completa seria suficiente; ii)
Ahorro en logistica e infraestructura (material de extraccion, transporte y almacenaje
de las muestras); iii) Rapidez en la obtencion de resultados ya que la sangre completa
debe ser centrifugada o dejada en reposo a fin de separar el plasma o suero de
elementos formes.

Respecto a las técnicas que usan antigeno recombinante y la idoneidad para
determinar un caso de LCan, el ELISA es la mas adecuada ya que muestra una muy
buena concordancia (0,847) con los casos resultantes como infectados. El
inconveniente del ELISA respecto al ICT es por un lado el costo y por otro lado lo
laboriosa que resulta su realizacion. Pero si se dispone de los medios parece ser la
técnica mas adecuada dentro de este grupo. Teniendo en cuenta las técnicas que
usan antigeno completo de Leishmania se puede observar que la concordancia con
los casos infectados por Leishmania es excelente (0,885), aunque tanto el DAT (0,824)
como la IFI (0,868) poseen concordancias por encima del 0,80%. La IFI parece ser la
técnica mas adecuada en este grupo, aunque si se tienen en cuenta los costos,
dificultad de realizacién o su posible uso en terreno, el DAT es una buena alternativa a
la IFI 'y su concordancia con las técnicas parasitolégicas es superior a la observada
con el resto de técnicas seroldgicas con valores de 0,756 con PCR y de 0,781 con el

cultivo.
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Las diferencias encontradas en los resultados del rK39-ICT en plasma vs sangre
periférica, podrian ser explicados porque utilizando el mismo volumen de muestra, la
concentracion de anticuerpos es mas elevada en plasma. Por otro lado, las diferencias
encontradas entre ICT en plasma y las técnicas que usan antigenos completos (IFl y
DAT), pueden deberse a que los antigenos diana son diferentes (un Unico antigeno
recombinante vs antigeno total respectivamente).

Tanto el ICT basado en el antigeno recombinante rK39 como el DAT han sido
propuestos como los dos test diagnosticos mas adecuados para el diagnéstico de la
LV en terreno (Chappuis 2006). Sin embargo, en el presente contexto epidemiolégico
la técnica de ICT en casos caninos infectados por Leishmania puede sobreestimar la
prevalencia de la enfermedad en la zona. Debido a la cantidad de positivos que no se
pueden corroborar por otras técnicas; 47 de los positivos en ICT y/o ELISA, no
pudieron ser corroborados por las técnicas que usan antigeno total de Leishmania. Al
igual que 10 de los positivos por antigenos completos no pudieron ser corroborados
por la técnicas que usan antigeno recombinante y pueden ser debidos a reacciones
cruzadas con otras patologias. También cabe destacar que usando solamente DAT, se
puede estar infradiagnosticando la infeccion por L .infantum en los perros de Posadas,
esto puede ser debido a que la técnica usada en el presente estudio usa antigeno total
de L. donovani. Seria necesario, corroborar los resultados con la misma técnica pero
usando antigeno total de L. infantum. En vista de los 70 perros positivos por las
técnicas parasitologicas indirectas, se puede inferir que usando el ICT en plasma e IFI
conjuntamente, se diagnostican 68 de los 70 perros seropositivos totales. Respecto a
las técnicas parasitoldgicas directas tanto la PCR como el cultivo poseen una buena
concordancia respecto a ser caso infectado por Leishmania, 0,769 y 0,765
respectivamente. Hay que tener en cuenta en este punto que sélo pudieron ser
analizadas por esta metodologia 314 muestras por PCR y 258 por cultivo. Se puede
observar que existen diferencias estadisticamente significativas dependiendo del tipo
de muestra usado para cultivo y/o PCR. En las muestras de médula 6sea el
porcentaje de positivos es mayor que en las muestras de ganglio popliteo.

A destacar que al igual que sucedia en el estudio 1, el nUmero de perros PCR
positivos no supera el de los seroldégicamente positivos como postula Baneth y
colaboradores en focos estables (Baneth y col., 2008).

En relacion a la susceptibilidad a la infeccion, la mayoria de variables estudiadas
(sexo, grupo de edad, raza o numero de perros en la casa) no mostraron asociacion
significativa respecto a la infeccion por Leishmania. De hecho, en muchos otros
estudios se ha encontrado que el sexo no es un factor determinante en relacion a la

susceptibilidad a la infeccion (Amela y col., 1995; Acedo-Sanchez y col. 1996; Morillas
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y col. 1996; Cabrera y col., 2003; Franca-Silva y col., 2003; Cardoso, 2004; Andreotti y
col., 2006; Santos y col., 2010). Aunque otros han encontrado mayor susceptibilidad
en los machos (Fisa y col., 1999; Dantas-Torres, 2006; Queiroz y col., 2009). Respecto
a los grupos de edad, no se observaron diferencias estadisticamente significativas y
las magnitudes entre grupos en cuanto a la infeccién fueron similares. Hallazgos
similares al presente estuio, han sido descritos por Franca-Silva (2003) y Andreotti
(2006), los cuales sugieren que todas las edades estan sujetas al mismo riesgo de
infeccion. En nuestro estudio se observa que el 53,8% de casos se encuentran a partir
del afio a cinco afios de edad, aunque las diferencias no son estadisticamente
significativas. En zonas tradicionalmente endémicas para LVZ, se ha observado un
incremento de la prevalencia con la edad, observandose también que esta decrece a
partir de los 7 afios de edad. Esto podria ser debido al tiempo de exposicion a los
vectores con los afios y el incremento de la tasa de muerte en los perros de mas edad
(Martinez y col., 1990; Abranches y col., 1991; Fisa y col., 1999). Nuestros hallazgos
podian ser consistentes con una reciente introduccién de L. infantum en esta zona,
donde los perros no habrian tenido el tiempo suficiente de exposicion como para
observar estas diferencias encontradas en otros focos tradicionalmente endémicos
para LVZ.

La mayoria de los perros muestreados fueron mestizos (n=255, 73,1%), mientras
gue los de raza pura representaron solamente el 26,9% (n=94). Aunque de los 78
positivos 56 (71,8%) eran mestizos, en el presente estudio no se ha observado
asociacion estadisticamente significativa entre los casos de LCan respecto a las razas;
los positivos entre los perros de raza representan el 23,4% (22/94) y entre los mestizos
el 22% (56/255). En teoria todas las razas de perros deberian ser igualmente
susceptibles a la infeccién por Leishmania, pero en la comunidad cientifica esta
aceptado que los Podencos lbicencos y los perros mestizos podrian desarrollar cierto
nivel de resistencia a la enfermedad (Solano-Gallego y col., 2000). Otros autores han
encontrado un incremento en la susceptibilidad en algunas razas como el Pastor
Aleman (Ranque y col.,, 1997; Miranda y col., 2008), Boxer (Ranque y col., 1997;
Franca-Silva y col., 2003; Miranda y col., 2008), Rottweiler (Miranda y col., 2008),
Cocker Spaniel (Franca-Silva y col., 2003; Rondon y col., 2008) y el Caniche (Rondon
y col., 2008).

Por otro lado, si que se ha observado asociacion estadisticamente significativa
entre la positividad a la infeccion y el hecho de que el perro duerma fuera de casa.
Muchos estudios han sefialado que los perros de guarda o los que tienen mayor

acceso al exterior podrian estar en mayor riesgo de adquirir la infeccion tanto en areas
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urbanas como rurales (de Oliveira y de Araujo, 2003; Almeida y col., 2009; Aoun y col,
2009).

Una anotacion interesante es que no se encontrd incremento en el riesgo de la
adquisicion de la infeccién en casas con mas de un perro. Incluso en las casas con
mas de un perro, la presencia de alguno de ellos infectado, no necesariamente
implicaba la infeccién de los otros (datos no mostrados).

Muchos estudios han sefalado la importancia de identificar a los portadores
asintomaticos en areas endémicas (Cabral y col., 1998; Sideris y col., 1999; Fisa y
col., 1999; Franca-Silva y col., 2003; Alvar y col., 2004; Dantas-Torres y col., 2006;
Rondon, 2008; Chargui, 2009; Solano-Gallego, 2009), que en el presente estudio
representan el 55,1% (43/78) del total de infectados. Estos pueden llegar a suponer,
como muestran varios estudios, entre el 50% y 60% del total de perros infectados en la
zona (Abranches y col., 1991; Brandonisio y col., 1992; Solano-Gallego y col., 2001) e
incluso llegar a representar el 80% de los perros infectados (Otranto y col., 2009;
Queiroz y col., 2009). Y pese a que se ha sefalado que en perros asintomaticos puede
disminuir la sensibilidad de técnicas serolégicas (Mettler y col., 2005) esto no ha sido
observado ni en el presente estudio, ni en el estudio piloto tres afios antes. Lo que
llama la atencion en este estudio es que pese a haber seleccionado aleatoriamente a
los perros entre una poblacion normal, el 41,5% de ellos presentan signos clinicos
compatibles con LCan. Unicamente se observd asociacion estadisticamente
significativa entre onicogrifosis y ser caso de LCan, ya que las asociaciones
estadisticamente significativas entre hepatomegalia y esplenomegalia soélo fueron
observadas en las técnicas de ELISA y DAT. Y en oculares con ELISA y el hecho de
ser seropositivo conjuntamente a antigenos recombinantes y completos. Es importante
resaltar que solo el 24,1% de los perros sintomaticos de Posadas estaban infectados.
Por lo que el diagnéstico basado s6lo en la aparicion de signos clinicos relacionados
con la enfermedad podria sobrestimar la cantidad de casos infectados por Leishmania
en esta zona. Se observa que con el incremento en el nimero de signos clinicos no
necesariamente se aumenta la probabilidad de estar infectado. En nuestro estudio el
54,3% de los perros sintomaticos infectados presentaba de uno a tres signos clinicos.

Respecto a la incidencia acumulada en los perros que resultaron negativos a la
infeccién por Leishmania al afio del muestreo aleatorio simple, ésta fue del 10,5%
(4,7%-16,3%), y mostré un patrén de distribucion espacial homogéneo (Figura 4.3.5).
Teniendo en cuenta que de los 216 perros negativos en el muestreo aleatorio simple,
32 fueron perdidos en el seguimiento, 36 no fueron incluidos porque sus duefios

rechazaron continuar y 24 habian muerto en el transcurso del afio, la incidencia
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acumulada podria estar subestimada, ya que una proporcién de estos casos podria
haberse infectado por Leishmania.

A pesar de las limitaciones, la incidencia acumulada de infeccion por Leishmania
es elevada en comparacion con otros estudios en zonas endémicas de América
Latina; 2,5% en la isla de Marajo, estado de Para (Brasil) (Quinnell y col., 1997), 3,2%
en la ciudad de Teresina (Brasil) (Drumond y Costa, 2011), 7% en El Brazilar,
Curarigua, estado de Lara (Venezuela) (Feliciangeli y col., 2005).

Aunque las diferencias encontradas respecto a la positividad a los test realizados
este mismo afio y las variables como sexo, raza del perro o nUmero de perros/casa no
son estadisticamente significativas, si que se observa una tendencia a la positividad
en los perros de raza definida. La edad de la mayoria de los perros seropositivos se
encuentra en el rango de 1 a 5 afios, si bien es cierto que la mayoria de perros
muestreados tienen entre 2 y 10 afios, aunque estas diferencias tampoco fueron
estadisticamente  significativas. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los perros que duermen fuera de la casa y el ICT al ser realizado en
plasma, aunque 4 de ellos, probablemente falsos positivos, no fueron reactivos por IFI.
La presencia de signos clinicos en los nuevos casos infectados, mostré diferencias
estadisticamente significativas en relacién a la positividad a los test ICT en sangre, IFI
y ser caso infectado por Leishmania.

Respecto al estudio de incidencia acumulada en 2010, se puede observar que la
mayoria de casos infectados muestran algun signo clinico (76,9%) y estas diferencias
observadas son estadisticamente significativas. Los signos clinicos mas frecuentes
fueron linfadenopatias (70,0%) y descamaciones (70,0%). Seguido de esplenomegalia
(60,0%), pérdida de peso (60,0%) y hepatomegalia (50,0%) e igualmente observado
por otros autores (Baneth y col., 2008; Solano-Gallego y col., 2009) (ver figura 4.2.7).
Llama la atencién la baja proporcion de perros que muestran onicogrifosis respecto al
afio anterior (40,0% vs 77,1%). Esto es debido a que el desarrollo de afectacion
ungueal (onicogrifosis) es de aparicion lenta y en cambio, los otros signos citados son
caracteristicos de la fase aguda de la enfermedad (Alvar y col., 2004; Baneth y col.,
2008).

Comparando la proporcién de positivos respecto a las variables estudiadas
(sexo, grupo de edad, raza, donde duerme el perro, nimero de perros/casa y estatus
clinico) en el muestreo aleatorio simple de 2009 y el muestreo de incidencia de 2010,
se puede observar que las proporciones se mantienen salvo en la raza y en el estatus
clinico dénde claramente se invierten (ver figura 4.2.6). También se puede observar
gue el numero de nuevos casos entre los perros que duermen fuera de casa ha

aumentado durante el transcurso de este afio respecto al MAS, donde ya se
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observaba que los perros que dormian fuera de casa eran mas susceptibles a la
infeccion.

Contrariamente a lo que cabria esperar, se observa que en el estudio de IA el
porcentaje de perros asintomaticos positivos 3/13 (23,1%) es mucho mas bajo al
observado en el estudio de prevalencia (43/78, 55,1%). El estudio de IA es de corte
longitudinal después de un afio de exposicion, y es conocido que la aparicion de
signos clinicos comienza en unos meses a un afio de exposicion (Rioux y col., 1979;
Gaeta y col., 1994, Alvar y col., 2004). Debido a que se desconoce el momento de la
primoinfeccion y la dinamica de transmision vectorial en la zona, se desconoce si los
perros se han infectado recientemente o no. Estos resultados podrian ser explicados si
los vectores tuviesen uno o dos picos poblacionales y la transmision de los parasitos
fuese alrededor de la época estival, con lo cual, en el momento del presente estudio
de incidencia (octubre), los perros infectados a principios de afio, ya llevarian unos
meses de evolucion. Sin embargo, sin estudiar mas a fondo evolucion de la
enfermedad en los canes, o la transmision y la dinamica poblacional de los vectores no

es posible por el momento dar explicacion de estos datos.
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4.3. COMPARACION DE DOS ESCENARIOS
EPIDEMIOLOGICAMENTE DIFERENTES:
POBLACION DISPERSA VS POBLACION
HACINADA

4.3.1. OBJETIVOS

1. Comparacion de los resultados de las técnicas parasitolégicas directas e

indirectas en dos poblaciones epidemiol6gicamente diferentes.

2. Determinar las diferencias y susceptibilidades de las variables estudiadas y la
infeccion por Leishmania en ambos escenarios.

3. Describir en ambos contextos epidemiolégicos, la distribucion de los canes
expuestos e infectados en relacion a los signos clinicos presentados y a los

resultados de las pruebas diagnésticas.

4. Explorar la variabilidad genética en los aislados de L. infantum de ambas

poblaciones.

4.3.2. MATERIAL Y METODOS
Escenariol: POBLACION DISPERSA/PERROS DOMESTICOS

Como ejemplo de poblacion dispersa se tomaron los perros seleccionados y
estudiados en el muestreo aleatorio simple de 2009 para calcular la prevalencia e
incidencia de la infeccion por Leishmania, cuyo material y métodos se encuentran

descritos en el estudio 2.

Escenario 2: POBLACION HACINADA/PERROS ABANDONADOS

4.3.2.1. Area de estudio y seleccién de animales

El area de estudio se encuentra ubicada en la ciudad de Posadas, anteriormente
descrita en el estudio 1 (ANEXO [.1).

Se realizé un muestreo sistematico de los 70 perros que se encontraban el dia 1
de octubre de 2009 en la asociacion sin &nimo de lucro “El Refugio”, ubicada en el
barrio de Iltaembé Mini (Posadas). Ubicacion descrita en el estudio 1 y vision grafica

actual en figura 4.3.1.
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Figura 4.3.1. Fotografias de la asociacién sin animo de lucro “El Refugio” (Itaembé Mini”)
(L Acosta).

Cada perro fue examinado por el veterinario/a, quienes recogieron los signos
clinicos compatibles con LCan usando un protocolo estandarizado (ANEXO 1.4) como
se describi6 en el estudio 4.2.

1\

igura 4.3.2. Signos clinicos: A) Alopecia, B) Oculares y descamaciones, C) Onicogrifosis, D)
Pérdida de peso, E) Apatia y pérdida de peso, F) Linfadenopatia (L Acosta).

4.3.2.3. Toma de muestra

El protocolo para la toma de muestra fue el mismo que el seguido en el MAS

para el calculo de la prevalencia descrito en el estudio 4.2.
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Figura 4.3.3. A) Observacion de los signos clinicos, B) Extraccion de médula ésea, C) Detalle de
la muestra de MO extraida (I Cruz y L Acosta).

4.3.2.4. Diagnostico, criterios de positividad y andlisis estadistico de los

resultados.

La metodologia usada en el presente estudio para el diagndstico,
establecimiento de los criterios de positividad y para el tratamiento de datos o el
posterior andlisis de los resultados, fue el mismo que los descritos en el estudio 4.2.
Salvo en el estudio de variabilidad genética donde la metodologia a seguir se detalla a
continuacion:

Se tomd el ADN de los perros anteriormente descritos y que habian sido
positivos mediante una PCR directa con el par de cebadores SAC y VAN2, que
amplifican una regién del ITS-1 de Leishmania (ITS 1-PCR) (ANEXO lll. 2.2.2). A los
mismos se les realiz6 otra PCR que amplifica una region variable de los minicirculos
del ADN del kinetoplasto de Leishmania (KkDNA-PCR) (ver ANEXO 111.2.2.3). Los
productos amplificados resultantes del tamafio esperado, fueron purificados a partir del
gel de agarosa (ANEXO 111.2.4.1). Y posteriormente digeridos con la enzima de

restriccion Rsa | (RFLP) siguiendo el protocolo descrito en el ANEXO ll. 2.4.2.2.

4.3.2.5. Etica

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de la responsable de “El
Refugio” antes de la exploracion clinica y extraccion de las muestras (ver ANEXO 1.3).
El protocolo de estudio fue revisado por el comité de bioética del Ministerio de Salud
de Misiones, Argentina (Expediente: 6106-135-08; Comité de Bioética, Divisién de
Zoonosis de la Subsecretaria de Atencién Primaria y Salud Ambiental Salud del
Ministerio de Salud de Misiones; Resolucién Ministerial N°: 2332/2008).
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4.3.3. RESULTADOS

Del muestreo sistematico realizado en “El Refugio” se analizaron un total de 70
perros, 37 (52,9%) eran machos y 33 (47,1%) hembras. Dada la imposibilidad de
saber la edad exacta de los perros, ésta fue estimada por los veterinarios, y
comprendié desde los 3 meses a mas de 10 afios; con una media de edad de 7,2
afos. Después del examen clinico, 7 (10,0%) perros fueron clasificados como
asintomaticos mientras que 63 (90,0%) presentaron uno o mas de los signos clinicos
relacionados con LCan.

La descripcion detallada de los resultados entre las diferentes técnicas
diagndsticas utilizadas en relacion a las variables estudiadas; sexo, grupo de edad,
raza, y el estatus clinico en “El Refugio”, se puede ver en la tabla 4.3.1 y tabla 4.3.2.

La prevalencia de la infecciébn por Leishmania en el presente ejemplo de
poblacién hacinada de “El Refugio” resultd del 45,7% (33,3%- 58,1%). Un total de 32
perros de los 70 muestreados fueron identificados como infectados. La concordancia
entre las técnicas parasitolégicas directas e indirectas resultdé del 73,1% (56,7%-
89,5%). La concordancia entre las distintas pruebas diagndsticas utilizadas, se puede
ver en la tabla 4.3.4.

Respecto a la positividad de las técnicas seroldgicas que usan como antigeno
una proteina recombinante de Leishmania (rK39), cuando el test ICT fue realizado en
plasma, se obtuvieron 34 (48,6%) perros positivos, mientras que cuando el test se
realizé directamente en sangre 21 (30%) perros resultaron positivos. La concordancia
entre el ICT en sangre y plasma fue del 56,6 % (38,6%-74,6%). Al analizar los plasmas
por ELISA 24 (34,3%) perros resultaron seropositivos. Un total de 35 (50,0%) perros
fueron positivos por rK39-ICT y/o ELISA. La concordancia entre ambas técnicas
resulté del 68,6% (52,4%-84,8%).

Cuando se analiz6 la seropositividad por las técnicas que usan antigeno
completo de Leishmania 28 (40,0%) perros fueron positivos por IFl en plasma y 25
(35,7%) por DAT. Un total de 29 (41,9%) resultaron seropositivos por IFl y/o DAT. La

concordancia entre ambas técnicas result6 del 84,8% (72,1%-97,6%).
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Frecuencia CULTIVO PCR  PARAPOS Infectado
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Macho 37(529) 12(57,1) 15(55,6) 16(57,1) 18 (56,3)
Hembra 33(47,1)  9(42)9) 12 (44,4) 12 (42,9) 14 (43,8)
Grupo de edad
<1 afio 3(4.3) 0 (0,0) 1(3,7) 1(3,6) 1(3,1)
2-5 afios 18 (25,7)  6(28,6) 8 (29,6) 8 (28,6) 8 (25,0)
6-10 afios 21(30,0) 6 (28,6) 10 (37,00 10(35,7) 11 (34,4)
>10 afios 28 (40,0)  9(42,9) 8 (29,6) 9(32,1) 12 (37,5)
Raza
Raza definida 5(7.1) 3(143) 3(11,1)  4(143)  5(156)
Mestizo 65(929) 18(857) 24(88,9) 24(857)  27(844)
Estatus clinico
Asintomatico 7 (10,0) 1(4,8) 1(3,7) 1(3,6) 2 (6,3)
Sintomatico 63(90,0) 20(952) 26(96,3) 27(96,4) 30 (93,8)
Positivos/analizados (%) 70 (100) 21/60 (100) 27/69 (100) 28 (100) 32 (100)

Tabla 4.3.2. Frecuencia de los perros positivos en relacién a las diferentes técnicas
parasitolégicas directas empleadas, los casos totales de LCan y a las variables estudiadas.
PARA-pos: positivo por cultivo y/o PCR; Infectado: positivo mediante PARA-pos y/o SERO-
pos.

Al analizar los perros que fueron positivos conjuntamente a antigeno total vs
antigeno recombinante, finalmente se obtuvieron 27 (38,6%) perros positivos por
ambas metodologias. La concordancia entre ambas resulté del 71,4% (55,3%-87,6%).

En lo referente a la positividad de las técnicas parasitoldgicas directas, en el
35,0% (21/60) de los cultivos se visualizaron promastigotes de Leishmania. Fueron
descartados 10 cultivos por contaminacién. Segun el tipo de muestra resultaron
positivos en cultivo 80,0% (4/6) muestras de GP y 32,7% (18/55) muestras de MO.
Mientras que se detecté ADN de Leishmania infantum en el 39,1% (27/69) de los
perros estudiados. Segun el tipo de muestra se amplific6 ADN en 77,8% (7/9)
muestras de GP y 34,4% (21/61) de MO. Teniendo en cuenta a los perros positivos por
ambas técnicas parasitologicas directas, en el 40,0% (28/70) de los perros se pudieron
observar promastigotes en cultivo y/o ADN de Leishmania (ver tabla 4.3.3). La

concordancia entre ambas técnicas result6 del 89,0% (76,9%-100%).

Frecuencia  CULTIVO PCR PARA-pos
n (%) n (%) n (%) n (%)
GP 8 (11,4) 3(14,3) 6 (22,2) 6 (21,4)
MO 61 (87,2) 17 (80,9) 20 (74,1) 21(75,0)
GP/MO 1(1,4) 1(4,7) 1(3,7) 1(3,6)
Total 70 (100) 21(100) 27 (100) 28 (100)

Tabla 4.3.3. Resultados del analisis parasitologico directo en ganglio
popliteo (GP), médula 6sea (MO), ganglio popliteo y médula 6sea

108 (GP/MO). PARA-pos: positivo por cultivo y/o PCR.
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De los 32 perros diagnosticados como caso infectado por Leishmania, en 23
(71,9%) de ellos las pruebas parasitoldgicas directas e indirectas fueron concordantes.
Cuatro (12,5%) perros fueron positivos serolégicamente a antigenos completos y
recombinantes simultdneamente, pero las técnicas parasitolégicas directas resultaron
negativas. Mientras que 5 (15,6%) perros resultaron positivos Unicamente por las
pruebas parasitologicas directas, siendo serolégicamente negativos. De los 32 perros
considerados como caso infectado por Leishmania; 27 (84,4%) perros fueron positivos
por PCR, 21 (65,6%) por cultivo, 23 (71,9%) lo fueron por DAT, 27 (84,3%) por IFI, 24
(75,0%) por ELISA, 27 (84,3%) por ICT en plasma, 21 (65,6%) por ICT en sangre.

De los 7 perros asintomaticos, 4 (57,1%) fueron positivos por antigeno
recombinante y 2 (28,6%) por antigeno completo. Finalmente se observé que 2
(28,6%) de ellos resultaron seropositivos por ambas metodologias (antigeno
recombinante y completo). En el 14,3% de estos perros asintomaticos se observaron
promastigotes en cultivo (1/6) o se amplificé el ADN de Leishmania (1/7). Finalmente,
dos (28,6%) perros asintomaticos fueron diagnosticados como caso Leish.

Respecto a los perros que presentaron uno o mas de los signos clinicos, de los
63 perros sintomaticos, 31 (49,2%) fueron reactivos por alguna de las dos técnicas
empleadas que usan antigeno recombinante, mientras que 27 (42,8%) lo fueron por
alguna de las técnicas que usan antigenos completos de Leishmania. Resultando un
total de 25 (39,7%) perros reactivos simultdneamente por ambas técnicas. En 20
(37,0%) de 54 perros sintomaticos se observaron promastigotes en cultivo y se
amplific6 ADN de Leishmania en 26 (41,9%) de 62 perros sintomaticos. Un total de 30
(93,8%) perros sintomaticos fueron diagnosticados como caso de LCan.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las
siguientes variables estudiadas y las técnicas empleadas, salvo en la variable “Raza” y
las técnicas que se nombran a continuacion: ICT sangre, Ag recomb, DAT, SERO-pos,
Caso de Leish.

Los resultados de los signos clinicos estudiados en 2009, se pueden observar en
la tabla 4.3.5.
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. Ag Ag : i CASO

Signos clinicos AR recomb  completo SEROINES (PR ES LCan
n (%) n (%) n (%)

n (%) n (%) n (%)

Linfadenopatias 52 (74,3)  31(100) 26(96,7) 25(100) 27 (100) 30 (100)
Onichogrifosis 43 (61,4) 24 (77,4) 22(81,5) 20(80,0) 23(852) 24 (80,0)
Alopecia 37(52,9) 21(67,7) 19(70,4) 18(72,0) 20(74,1) 21 (70,0)
Pérdidade peso 22 (31,4) 15(48,4) 15(55,5) 14(56,0) 16(59,3) 16 (53,3)
Hepatomegalia 22 (31,4) 17(54,8) 16(59,3) 16(66,2) 15(55,5) 17 (56,7)
Descamaciones  21(30,0) 15(48,4) 12 (44,4) 12(48,0) 13(48,1) 14 (46,7)
Esplenomegalia  21(30,0) 16 (51,6) 15(55,5) 15(60,0) 14 (51,8) 16 (53,3)

Oculares 20 (28,6) 14 (45,2) 11 (40,7) 11 (44,00 13(48,1) 14 (46,7)
Mucosas palidas 14 (20,0) 9 (29,0) 7 (25,9) 7 (28,0) 7 (25,9) 7 (23,3)
Ulceras 13 (18,6) 8 (25,8) 9(33,3) 8 (32,0) 9(33,3) 9 (30,0)
Trufa dafiada 5(7,1) 5(16,1) 5(18,5) 5(20,0) 4 (14,5) 5(17,7)
Hemorragia 4 (5,7) 3(9,7) 2(7,4) 2 (8,0) 2 (7,4) 2 (6,7)

Apatia 4 (5,7) 4(12,9) 4 (14,5) 4 (16,0) 3(11,1) 4 (13,3)
Caquexia 4 (5,7) 2 (6,5) 3(11,1) 2 (8,0) 2(7,4) 2 (6,7)

Total (%) 63 (100) 31 (100) 27 (100) 25 (100) 27 (100) 30 (100)

Tabla 4.3.5. Positividad de los diferentes métodos empleados respecto a los signos clinicos
estudiados en el muestreo de prevalencia de 2009. Ag recomb: positivo por ICT y ELISA; Ag
completo: positivo por IFI y DAT; SERO-pos: positivo por Ag recomb y Ag completo; PARA-
pos: positivo por cultivo y/o PCR; CASO LCan: Positivo mediante PARA-pos y/o SERO-pos.

El signo clinico mas prevalente fue linfadenopatia, siendo observado en 52
(82,5%) de los 63 perros sintomaticos estudiados. Siendo considerados como caso de
LCan 30 (57,7%) de los perros que la presentaban.

Por otro lado, 43 (68,3%) de los perros sintomaticos presentaron onicogrifosis,
24 (55,8%) de ellos fueron diagnosticados como caso de LCan. De los 37 perros que
presentaron alopecia, 21 (56,7%) fueron considerados casos de LCan. De los 22
perros en los que se habia observado una pérdida de peso, 16 (72,7%) de ellos
resultaron casos LCan. De los 22 perros que presentaron hepatomegalia, 17 (77,3%)
fueron considerados como casos de LCan. De los 21 perros con descamaciones, 14
resultaron ser casos de LCan (66,7%). De los 21 perros que presentaron
esplenomegalia, 16 (76,2%) fueron considerados casos de LCan. De los 20 perros que
presentaron signos oculares, 14 (70,0%) fueron considerados como casos LCan. De
los 14 perros en los que se observaron las mucosas palidas, 7 (50,0%) de ellos fueron
casos LCan. De los 13 perros que presentaron Ulceras cutaneas, 9 (69,2%) de ellos
fueron diagnosticados como casos de LCan. De los 5 perros que tenian la trufa
dafada, 5 (100%) resultaron casos de LCan. De los 4 perros que tenian hemorragias,

2 (50,0%) resultaron ser casos de LCan. De los 4 perros con apatia, 4 (100%) fue
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considerado como caso de LCan. Finalmente, de los 4 perros en los que se observo
caquexia, 2 (50,0%) fue considerado caso de LCan.

Las diferencias encontradas entre la variable “Estatus clinico” y la positividad a
los test diagndsticos realizados no resultaron estadisticamente significativas. Sin
embargo, al analizar los signos clinicos individualmente se observo que las diferencias
encontradas en los signos clinicos “Linfadenopatia”, “Hepatomegalia” vy
“Esplenomegalia”, respecto a todos los test diagnésticos utilizados, fueron
estadisticamente significativas. Asi como entre las diferencias encontradas entre
“Trufa dafiada” y “Apatia” con la positividad a todas las técnicas estudiadas excepto
para las técnicas de diagnéstico parasitologico directo. Fueron observadas diferencias
estadisticamente significativas entre la variable “Onicogrifosis” y la positividad a ICT
sangre, ELISA, DAT, Ag completo, PCR, Cultivo, PARA-pos y Caso Leish. Entre la
variable “Descamaciones” e ICT sangre, ICT plasma, ELISA, Ag recomb, ser SERO-
pos, PCR, PARA-pos y ser Caso Leish. Entre “Alopecia” e ICT sangre, ELISA, IFlI,
PCR, PARA-pos y Caso Leish. Entre la variable “Pérdida de peso” e ICT sangre,
ELISA, IFI, DAT, Ag completo, ser SERO-pos, PCR, Cultivo y Caso Leish. Entre
“Oculares” e ICT sangre, ELISA, Ag recomb, PCR, PARA-pos y ser caso Leish. Y
finalmente, entre “Ulceras” y la positividad a ICT en sangre, ELISA, IFI, DAT, Ag
completo, PCR y PARA-pos. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las variables “Mucosas palidas”, Hemorragias” y “Caquexia” vy la
positividad a los test diagnéstico realizados.

Respecto al nimero de signos clinicos compatibles con LCan que se estudiaron
en los perros de “El Refugio”, salvo en los que presentaron 3 6 5 signos clinicos de los
estudiados, la distribucion namero del nimero de positivos es mas o0 menos
homogénea segun el nimero de signos clinicos. Ver resultados en la tabla 4.3.6.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la variable
“Numero de signos clinicos” y la positividad al ICT al ser realizado en sangre, ELISA y
ser PARA-pos.

La comparacién de los resultados obtenidos tras el diagnéstico parasitolégico
directo e indirecto respecto a la sintomatologia que presentaba la poblacién de origen,
bien en el modelo epidemiolégico 1 como ejemplo de poblacién dispersa o en el
modelo nimero 2 como ejemplo de poblacion hacinada, se muestran en el figura 4.3.4.

Los resultados diagnésticos respecto a ambos modelos estudiados desde el

punto de vista sintomatoldgico de los infectados se puede ver en la figura 4.3.5.
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No. Sint Frecuencia Re?ogmb Corﬁgleto SERO-pos PARA-pos I(_:;z(r)‘
0 7 (10,0) 4 (11,4) 2 (6,9) 2 (7,4) 1(3,6) 2 (6,2)

1 12 (17,1) 2(5,7) 1(3,4) 1(3,7) 1(3,6) 2 (6,2)

2 7 (10,0) 1(2,9) 1(3,4) 1(3,7) 2(7,1) 2 (6,2)

3 10 (14,3) 5 (14,3) 5 (17,2) 4 (14,8) 3(10,7) 4 (12,5)

4 7 (10,0) 4 (11,4) 3(10,3) 2 (7,4) 2(7,1) 2 (6,2)

5 6 (8,6) 3(8,6) 2 (6,9) 2(7,4) 3(10,7) 3(9,4)

6 4 (5,7) 2(5,7) 2 (6,9) 2 (7,4) 3(10,7) 3(9,4)

7 7 (10,0) 5(14,3) 5(17,2) 5 (18,5) 5 (17,9) 5 (15,6)

8 4 (5,7) 3(8,6) 2 (6,9) 2(7,4) 3(10,7) 3(9,4)

9 2(2,8) 2 (5,7) 2 (6,9) 2 (7,4) 1(3,6) 2 (6,2)
10 1(1,4) 1(2,9) 1(3,4) 1(3,7) 1(3,6) 1(3,1)
11 1(1,4) 1(2,9) 1(3,4) 1(3,7) 1(3,7) 1(3,1)
12 2 (2,8) 2(5,7) 2 (6,9) 2 (7,4) 2 (7,14) 2 (6,2)
Total 70 (100) 35 (100) 29 (100) 27 (100) 28 (100) 32 (100)

Tabla 4.3.6. Distribucion de positivos por las distintas técnicas utilizadas respecto al niUmero
de signos clinicos que presentaban los perros de “El Refugio”. No. Sig: NUmero de signos
clinicos; Ag recomb: positivo por ICT y/o ELISA; Ag completo: positivo por IFI y/o DAT,;
SERO-pos: positivo por Ag recombinante y Ag completo; PARA-pos: positivo por cultivo y/o
PCR; Caso Leish: positivo mediante PARA-pos y/o SERO-pos.

POBLACION DISPERSA POBLACION HACINADA
[ EXPUESTOS ’ EXPUESTOS
349 (100%) 70 (100%)
y y

ASINTOMATICOS SINTOMATICOS ASINTOMATICOS SINTOMATICOS

204 (58,5%) 145 (41,5%)

7 (10%) 63 (90%)

5 (71,4%) . ' 30 (47,6%)
= =

161 (78,9'/.). ’ 35 (24,1%)

SERO+
PARA +
23

; .
SANOS CASOS Leish SANOS CASOS Leish
271 (17,7%) 78 (22,3%) 38 (54,3%) 32 (45,7%)

Figura 4.3.4. Distribucién de la infeccion por L. infantum en poblacién canina dispersa vs
poblacion canina hacinada, respecto a los resultados clinicos y diagndsticos. Sero+: positivo
por las técnicas parasitoldgicas indirectas que usan antigeno recombinante y completo de
Leishmania; PARA+: positivo por alguna de las técnicas parasitologicas directas (cultivo y/o
PCR); SERO-: negativo por las técnicas parasitolégicas indirectas que usan antigeno
recombinante y completo de Leishmania. PARA-: negativo por las técnicas parasitologicas
directas (cultivo y/o PCR).

113



Estudios experimentales

POBLACION DISPERSA POBLACION HACINADA
[ []

ASINTOMATICOS SINTOMATICOS ASINTOMATICOS SINTOMATICOS
43 (55,1%) 35 (44,9%) 2(6,3%) 30 (93,8%)

SERO-
SERO + PARA+
5 (16,7%)

PARA +
22(73,3%)

INFECTADOS ENFERMOS INFECTADOS ENFERMOS

Figura 4.3.5. Resumen de resultados de las técnicas empleadas respecto al estatus clinico de
los perros de poblacion dispersa vs hacinada considerados como caso infectado por
Leishmania. Sero+: positivo por las técnicas parasitologicas indirectas que usan antigeno
recombinante y completo de Leishmania; PARA+: positivo por alguna de las técnicas
parasitoldgicas directas (cultivo y/o PCR); SERO-: negativo por las técnicas parasitolégicas
indirectas que usan antigeno recombinante y completo de Leishmania. PARA-: negativo por
las técnicas parasitoldgicas directas (cultivo y/o PCR).

Para el estudio de observacion de la heterogeneidad genética de los aislados
PCR positivos en los perros domésticos de la ciudad de Posadas (poblacion dispersa y
poblacion hacinada), se estudiaron 53 aislados de los canes procedentes del MAS y
27 procedentes de “El Refugio”.

A estos 80 perros en los que se obtuvo amplificacion de la region ITS-1, se les
volvié a realizar una PCR directa de la region de los minicirculos del kDNA (kDNA-
PCR) y de todos ellos, se obtuvieron productos amplificados del tamafio esperado
(720 pb). Los productos de esta KDNA-PCR fueron cortados del gel, purificados y
digeridos con la encima de restriccién Rsa | y visualizados en un gel de agarosa al 2%
(ver figura 4.3.6). Se pudo observar la existencia de dos patrones de restriccion
diferentes; uno mayoritario (A) en 69 (86,25%) de los perros y otro minoritario (B) en
11 (13,75%) de ellos. Dentro del MAS, 45 (84,9%) pertenecen al patron A 'y 8 (15,1%)
al patron B. En los perros positivos de “El Refugio”, 8 (88,9%) resultaron del patron A'y
3 (11,1%) del patron B.
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Figura 4.3.6. Resultado del patron de restriccion
(RFLP) con la enzima Rsal. M: Marcador, 1:
Genotipo A (mayoritario), 2 Genotipo B
(minoritario).

4.3.4. DISCUSION

En lo referente a la infeccion por Leishmania en el ejemplo de poblacién
hacinada, casi la mitad de los perros (32/70) se encontraban infectados, pudiendo ser
considerado como caso LCan mas del 90% de ellos (30/32). La prevalencia del 45,7%
es aproximadamente la misma que la encontrada en el estudio piloto tres afios antes
en los que la mayor parte de los perros estudiados eran abandonados (83/110) y
mostraban sintomatologia compatible con LCan (76/110). Llama la atencion la edad de
los perros en esta poblacion hacinada, donde el 70% (49/70) de la poblacion estudiada
y el 71,9% (23/32) de los canes infectados superan los seis afios de edad.

Respecto a las técnicas diagnosticas utilizadas en el ejemplo de poblacién
hacinada, la concordancia entre las mismas es buena y los resultados no difieren
mucho entre poblaciones (hacinada vs dispersa). Se puede destacar, la elevada
concordancia observada entre el ICT al ser realizado en sangre y el ELISA o el DAT
gue supera el 80%. Cuando el ICT es realizado en plasma también se observa que las
concordancias aumentan en la poblacion hacinada respecto a la dispersa. Este
aumento podria ser debido al gran nimero de perros sintomaticos en esta poblaciéon
hacinada, ya que se ha observado que este test rapido (ICT) basado en el antigeno
recombinante rK39, en perros asintomaticos puede sufrir un descenso en la

sensibilidad (Reithinger y col., 2002). En lineas generales el ELISA e IFl poseen
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mejores concordancias al ser comparados tanto con las otras técnicas seroldgicas,
como parasitologicas directas.

Al igual que en los dos estudios anteriores, la Unica especie de Leishmania
caracterizada en los perros positivos de esta poblacién hacinada resulté L. infantum. A
pesar de que Misiones es una zona endémica para LC, ésta parece restringir su
transmision a la zona norte de la provincia (Fernandez y col., 2012).

En lo referente a la distribucion de los casos caninos segun la clinica presentada
por los mismos y los resultados de las pruebas diagnésticas en poblacion hacinada vs
dispersa. El 41,5% de la poblacion dispersa presenta algun signo clinico compatible
con LCan, aunque el 75,9% de los mismos no se encuentran infectados por
Leishmania. Por otro lado, en los perros que no presentan signos clinicos compatibles
con LCan, se observa que el 78,9% se encuentran realmente sanos y sélo uno de
cada cinco de ellos esta infectado (21,1%). Por el contrario, en el caso de los perros
abandonados de “El Refugio” (poblacién hacinada), un 90% eran sintomaticos,
resultando no infectados algo mas de la mitad (52,4%) (ver figura 4.3.4).

Estudiando los casos infectados por Leishmania en la poblacion dispersa, se
puede observar que un 55,1% de los casos, desde el punto de vista del diagnéstico
clinico van a parecer sanos. Y el 44,9% pueden ser considerados realmente enfermos
(LCan). Mientras que en la poblacion hacinada el porcentaje de enfermos se eleva al
93,8% (ver figura 4.3.5). Es normal pensar que un estatus clinico no saludable va a ser
una de las causas del abandono, o efecto directo del mismo.

Desde el punto de vista clinico, los perros enfermos serolégicamente positivos
pero con cultivo y/o PCR negativos, mas los perros asintomaticos infectados, van a
precisar de seguimiento por el veterinario (Solano-Gallego y col., 2011). Sin embargo,
desde el punto de vista epidemioldgico, todos poseen relevancia en la transmision de
la infeccién. Especialmente los canes asintomaticos, que van a ser muy dificiles de
localizar en las labores de cribado dentro de las estrategias de control. Por lo que se
hace necesaria la incorporacion de herramientas experimentales y no solo clinicas
para la deteccidn de estos canes infectados (Baneth, 2008; Maia y Campino, 2008;
Miré y col., 2008).

Este estudio pone de manifiesto que una de las directrices en el control de la
transmisiébn en esta zona, debe ser la vigilancia de estas poblaciones hacinadas,
donde las propias condiciones del abandono de los perros, o el hecho de formar una
mayor masa atrayente a los flebotomos, les confieren mayor susceptibilidad a sufrir
LCan.

Por otro lado, en vista de las diferencias encontradas al realizar un estudio en la

poblacién de canes en condiciones de hacinamiento respecto a una poblacién
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dispersa, nos lleva a pensar que al extrapolar los resultados y conclusiones extraidos
de un estudio basado en poblacibn hacinada, se pueden cometer errores y
confusiones a la hora de explicar la realidad en una poblacion.

En cuanto a la variabilidad genética en los aislados de los perros PCR positivos
de ambas poblaciones, los datos presentados ponen en evidencia la existencia de 2
polimorfismos en la poblacion canina infectada por L. infantum de Posadas. Ambos
patrones han sido encontrados tanto en la poblacion dispersa (A: 84,9% y B: 15,1%)
como en la hacinada (A: 88,9 y B: 11,1) y en proporciones similares en ambas.

En Venezuela también se ha visto homogeneidad a nivel genético de aislados
(perros y humanos) sin variantes intraspecificas (Rodriguez y col., 2005). Sin embargo
en Teresina (Brasil), se han observado hasta 12 genotipos distintos (Alonso y col.,
2010).

El uso de la PCR-RFLP de los minicirculos del kDNA es una herramienta (util
como marcador polimérfico para revelar la variabilidad tanto interespecifica (Volpini y
col.,, 2004; de Andrade y col., 2006; Ferroglio y col., 2006; Rotureau, 2006) como
intraespecifica de Leishmania (Angelici y col., 1989; Morales y col., 2001; Chicharro y
col., 2002; Cortes y col., 2006; Cortes y col., 2010). La secuencia de los minicirculos
ha sido utilizada para diversas caracterizaciones genéticas (Englund, 1981; Arnot and
Barker, 1981; Laurent y col., 2007), asi como para estimar la heterogeneidad dentro
del género Leishmania (Guizani y col., 1994). La variabilidad genética dentro de los
minicirculos de ADN puede suponer una mayor predisposicion a tener una respuesta
rapida ante las condiciones ambientales adversas y situaciones de estrés (Alonso y
col., 2010). Como la segregacion de los minicirculos no es totalmente conservadora
durante la divisién celular, este marcador es mas sometido a la deriva genética a corto
plazo (Gao y col.,, 2001). En este sentido, la PCR-RFLP del kDNA es mas
discriminativa que otras técnicas (Botilde y col., 2006) y puede ser Gtil para determinar
el origen de la especie (Ferroglio y col., 2006).

La escasa heterogeneidad observada en el presente estudio, podria apoyar
nuestra hipotesis de una reciente introduccion de la especie en la zona ya que en
zonas tradicionalmente endémicas se puede observar una mayor diversidad (Cortes y
col., 2010). Por lo que seria necesario profundizar en el estudio, y comparar resultados
de los aislados con los de humanos, a fin de dilucidar si los mismos patrones son

compartidos entre ambos.
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5. CONCLUSIONES

10.

11.

Se confirma en la ciudad de Posadas la presencia de leishmaniosis canina
autoctona debida a la especie L. infantum.

La prevalencia de la infeccién por Leishmania en los perros domésticos de la
ciudad de Posadas resulto del 22,3% (78/349).

Los casos infectados por Leishmania mostraron un patron de distribucion
homogéneo en la ciudad.

La incidencia acumulada de la infecciébn por Leishmania en los perros
domésticos de la ciudad de Posadas fue del 10,5% (13/124).

Los resultados parasitolégicos directos e indirectos en el diagnéstico de la
leishmaniosis canina en la ciudad de Posadas son concordantes.

Los perros que duermen fuera de la casa poseen un mayor riesgo en la
adquisicién de la infeccion por Leishmania.

Los canes asintomaticos positivos representan el 55,1% (43/78) del total de
los canes infectados y pueden jugar un papel importante en la transmision
natural de la infeccion.

La sintomatologia relacionada con LCan en los perros domésticos es
inespecifica ya que el 75,9% (110/145) de perros sintomaticos en la ciudad de
Posadas no se encuentran infectados.

Poblaciones hacinadas poseen mayores prevalencias de la infeccién por
Leishmania que en dispersas ( 45,7% vs 22,3%). Y no son apropiadas para
estimar la prevalencia/incidencia real de la infeccién por Leishmania.

La heterogeneidad genética en los minicirculos del KDNA de L. infantum en
los perros de la ciudad de Posadas mostré6 dos patrones diferentes, que
indican una escasa variabilidad genética en la ciudad.

En vista de los resultados la LVZ en la ciudad de Posadas se encuentra bien

establecida y podria tratarse de un foco de reciente introduccion.
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ANEXO I: TRABAJO DE CAMPO

ANEXO I. TRABAJO DE CAMPO

l.1. MAPAS DEL AREA DE ESTUDIO

Figura I.1. Mapas de la ubicacién geografica de la ciudad de Posadas, Misiones, Argentina.
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[.2. INSTRUCCIONES PARA LOS PROMOTORES DE SALUD

Figura I.2. Instrucciones para los promotores de salud que colaboraron en el estudio 2.

INVESTIGACION EPIDEMIOLOGICA ANTE LA EMERGENCIA DE LA
LEISHMANIOSIS VISCERAL EN LA CIUDAD DE POSADAS (ARGENTINA)

1. Ubique una direccién del listado de direcciones que se le asigno.
2. En la columna Presente del listado registre:
a. Sien esa direccién hay una vivienda (VIVIENDA) o un baldio (BALDIO).
b. Sihay una vivienda, registre si los habitantes estan presentes
(PRESENTES) o ausentes (AUSENTES).
c. Siesun baldio o estan ausentes pase a la siguiente direccion del
listado de direcciones.
3. Si hay habitantes presentes explique el motivo de la visita y solicite hablar con
el responsable de la vivienda.
4. Registre en la columna Perro si hay perros o no (Si o NO), indicando la
cantidad:
a. Sihay perros continte con el paso 5.
b. Sino hay perros, agradezca la atencién y pase a la casa de la derecha.
En esta casa de la derecha indique la nueva direccion. Si hay perro
continte con el paso cinco y si no hay perro pase a la siguiente
direccion de la lista.
5. Ofrezca al propietario del perro participar del estudio.
6. Registre en la columna Acepta:
a. Siacepta participar (Si)
b. Sino acepta participar (NO)
7. Sino acepta participar, agradezca la atencidn y pase al siguiente nimero del
listado.
8. Si acepta patrticipar del estudio, lea el consentimiento al propietario y rellene los
espacios en blanco en el consentimiento.
9. Pregunte si hay dudas sobre lo que comentd y respondalas.
10. Haga que el propietario firme el consentimiento.
11. Anote un teléfono de contacto del propietario del perro (teléfono fijo y celular,
en lo posible).
12. Informe gue en una préxima visita durante Octubre 2009 el veterinario realizara
el examen clinico y la toma de las muestras al perro.
13. Agradezca la atencion.
14. Al finalizar de recorrer todos los domicilios entregue el listado y los
consentimientos firmados por los propietarios en Atencién Primaria de la Salud,
Ministerio de Salud Publica.
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[.3. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Figura 1.3. Modelo de consentimiento informado utilizado en el estudio 2.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

En la ciudad de Posadas, a 10S ..o, dias del mes
de .o de dos mil nueve, por el presente documento perteneciente al
proyecto “Investigacién epidemiolégica ante la emergencia de la Leishmaniosis
Visceral en la ciudad de Posadas (Argentina)” el que suscribe
DN hace constar que presta su consentimiento en pleno
conocimiento de sus actos, a partir de este momento, en el proyecto mencionado.
Expresando también conformidad y autorizacibn en su caracter de propietario
responsable para que a su
O T=T (0 - APPSR se le realicen los

estudios que se especifican en el protocolo de dicho proyecto.

Por otra parte se deja constancia de que la participacion es voluntaria y que se
acuerda expresamente que toda informacion personal o del perro que el equipo
obtenga con motivo de la investigacion, asi como el hecho en si de su participacién en
ella seran estrictamente confidenciales.

La participacion del perro implica la recoleccién de una muestra de sangre, y una
de médula 6sea o ganglio popliteo para estudios de diagnéstico especifico de
Leishmaniosis Visceral. Las autoridades del proyecto se comprometen a presentar al
propietario los resultados de laboratorio de su perro, asi como a informar la deteccion

de alguna patologia durante el examen clinico del perro.

Por lo precedentemente expuesto y enterada/o debidamente del contenido del
presente trabajo y comprendiendo toda la informacion precedente ratifica su

participacién en el proyecto y firma este documento:

Firma y aclaracion.
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I.4. HOJA DE TRABAJO

Figura l.4. Hoja de trabajo utilizada en los estudios experimentales 1, 2y 3.

Posadas, __ de Octubre de ----

PROPIETARIO
Nombre: Teléfono:
Direccion: Localidad:
ANIMAL
Nombre: Edad: Cadigo:
Raza: Peso: Sexo:
N° perros en el domicilio Habitat en la vivienda:
Serologia rK39-ICT :
POSITIVO NEGATIVO
Antecedentes:
ALOPECIAS ANOREXIA
DESCAMACIONES EPITELIALES SINTOMAS OCULARES
TRUFA SECA APATIA
ULCERACIONES ADELGAZAMIENTO
ONICOGRIFOSIS ENTERITIS
LINFADENOPATIAS FIEBRE
HEPATOMEGALIA MUCOSAS ALTERADAS
ESPLENOMEGALIA HEMORRAGIAS
Otros:
Muestras:
Sangre MO Suero Otras
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ANEXO 1l. METODOS DE DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
INDIRECTO

II.1. DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-Leishmania MEDIANTE
ANTIGENOS COMPLETOS

[1.1.1. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)
Fundamento del test

Se trata de una técnica microscépica cuya base es una reaccion inmunolégica
con un marcador fluorescente para valorar la presencia de anticuerpos. La técnica
consiste en incubar el antigeno que se encuentra fijado a un portaobjetos con la
muestra a valorar. Posteriormente se le afiade un anti-anticuerpo marcado con el
fluoréforo que se unira al complejo formado y se visualiza la positividad o no del
ensayo en un microscopio con lampara de luz ultravioleta. El protocolo utilizado para la

deteccion de anticuerpos anti-Leishmania esta basado en el descrito por Bray (1985).

Procedimiento

1.-Los promastigotes en fase estacionaria (cepa MHOM/FR/78/LEM-75 de
Leishmania infantum) se lavan tres veces en PBS 0,01 M a pH 7,2, y 10 ul de
una suspensién de 2 x 107 parasitos/ml se dispensan en un portaobjetos de
inmunofluorescencia de 15 pocillos.

2.- Secar al aire durante 1 h a 37°C.

3.- Seguidamente los portaobjetos se fijan con acetona fria (-20°C) durante 5 min.

4.- Después de dos lavados en agua destilada, los portaobjetos se dejan secar al
aire.

5.- Los sueros/plasmas se diluyen convenientemente en PBS al duplo desde la
dilucion 1/40 (2 ul de suero en 80 pl de PBS) hasta la dilucion 1/20.480.

6.- Se depositan 10 pl de cada dilucion en cada uno de los pocillos y se incuban
durante 30 min a 37°C en una cdmara humeda.

7.- Después de dos lavados en PBS, de 10 min cada uno, y uno con agua destilada,
los portaobjetos se secan al aire.

8.- Se ponen 10 pl del conjugado marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
diluido convenientemente segun las instrucciones del fabricante (FITC-
conjugated rabbit anti-dog 1IgG (H+L), ICN Laboratories. Plaza, Costa Mesa,
California) en 0,01% de Azul de Evans.

9.- Los portaobjetos se incuban durante 30 min at 37°C en una camara humeda y en

oscuridad.
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10.- Después de tres lavados con PBS, 10 min cada vez, en agitacién y oscuridad,
se lava una vez en agua destilada y los portaobjetos se dejan secar al aire y en
oscuridad.

11.- Los portaobjetos se montan con glicerol-PBS pH 9,2 (9:1) y un cubreobijetos.

12.- Finalmente, los portaobjetos se leen en un microscopio de fluorescencia (Dialux
20EB, Leitz, Alemania) con el objetivo de 40X. Se considera el titulo de

anticuerpos de la muestra, la ultima dilucion en que la misma es reactiva.

Interpretacion de los resultados

Figura Il.1. A) Positivo: Los promastigotes se observaran en
color verde fluorescente (1000X). B) Negativo: Los

promastigotes se observan en color rojo (400X).
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1.1.2. TEST DE AGLUTINACION DIRECTA (DAT)

(ITM-DAT/VL, Prince Leopold Instirute of Tropical Medicine. Applied Technology &
Production unit, Antwerpen, Belgie)

Fundamento del test:

Con la técnica de aglutinacion directa, lo anticuerpos pueden ser detectados en
la sangre o el suero/plasma de los pacientes incluso antes de la aparicion de los
primeros sintomas clinicos. El test es llevado a cabo en una micro placa multipocillo
con fondo en V, con la mezcla de 50 pl de antigeno y 50 ul de sangre (en papel de

filtro) o suero.

Procedimiento (segun instrucciones del fabricante):

Reconstitucion del antigeno

. Usando una jeringuilla de 2,5 ml, afiadir 2,5 ml del DAT-BUFFER al vial con el
antigeno DAT liofilizado.

. Inmediatamente mezclar suavemente el vial unos segundos hasta la obtener una
mezcla homogénea.

. El antigeno esta listo para usar.

Nota: 1. Antes de cada uso mezclar el vial suavemente unos segundos.

2. Guardar el antigeno protegido del sol y el polvo.

Reconstitucion de los controles
« Usando una jeringuilla de 2,5 ml, afiadir 0,5 ml del DAT-BUFFER al vial del

control positivo y negativo respectivamente.

Preparacion del DAT-DILUENT + 2-MERCAPTOETANOL (2-ME)
« Usando una jeringuilla de 1,8 ml, afiadir 0,24 ml de 2-ME al vial (30 ml) del DAT-
DILUENT

. Use esta solucién para preparar las diluciones de las muestras.

Cribado de las muestras de suero (Diluciones 1:200 a 1:3.200):

« Preparar las diluciones acorde con el ejemplo
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Nota: Reservar los pocillos de la columna 1 para el control positivo y el de la
columna 2 para el control negativo. En este caso no poner nada en los pocillos
1C y 2C. Cuando se preparen muchas muestras, se beben incluir controles en
cada placa.
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Figura Il.2. Ejemplo de la placa a realizar.
Afadir 50 ul del DAT-DILUENT (con 2-ME) en cada uno de los pocillos de las
filas A, -, C,D, E, F, G, yH, perono en el B.
Dispensar 100 pl del DAT- DILUENT en los pocillos de la fila B, excepto en el
1By 2B.
Controles: Dispensar 100 pl del “control positivo” en el pocillo 1B y 100 pl del
“control negativo” en el pocillo 2B.
Afadir 1 pl de muestra problema en cada pocillo de la fila 3B a 12B.

Diluciones de las muestras: Usando una pipeta multicanal, transferir 50 ul desde

la fila B a la C, mezclar 3 veces y transferir 50 pl a la fila D, mezclar 3 veces y
continuar hasta la fila H. Descartar 50 ul de los pocillos de la fila H.

Antigeno: Mezclar el vial y resuspender el DAT-antigen. Usando una pipeta
multicanal afiadir 50 pl del DAT-antigen a cada pocillo excepto en la columna
B. Sin tocar el liquido de los pocillos.

Sellar la placa con el adhesivo suministrado.

Agitar suavemente la placa apoyada en la mesa con movimientos circulares.
Evitando que el liquido de los pocillos toque con la parte inferior del adhesivo.
Incubar toda la noche a temperatura ambiente en posicion horizontal y no mover
las placas.

Leer los resultados.
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Titulacion a gran escala (1:200 a 1:204.800):

Preparar la placa como sigue a continuacién

Nota: En los pocillos que contengan el control, fila A para el control positivo y fila B

para el control negativo. No llenar los pocillos A2 ni B2. Cuando se preparen varias

placas se deben incluir ambos controles en cada una de ellas.
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Figura I1.3. Ejemplo de la placa a realizar.
Dispense 50 ul del DAT-DILUENT (con 2-ME) en cada uno de los pocillos de las
columnas verticales 1, 3, hasta la 12, pero no en la 2.
Dispensar 100 ul del DAT- DILUENT en los pocillos de la columna 2.
Controles: Dispensar 100 pl del “control positivo” en el pocillo A2 y 100 pl del
“control negativo” en el pocillo B2.
Afadir 1 pl de muestra problema en cada pocillo de la columna desde 2C a 2H.

Diluciones de las muestras: Usando una pipeta multicanal, transferir 50 ul desde

la columna 2 a la 3, mezclar 3 veces y transferir 50 pl a la columna 4, mezclar 3
veces y continuar hasta la columna 12. Descartar 50 pl de los pocillos de la
columna 12.

Antigeno: Mezclar el vial y resuspender el DAT-antigen. Usando una pipeta
multicanal afiadir 50 pl del DAT-antigen a cada pocillo excepto en la columna 2.
Sin tocar el liquido de los pocillos.

Sellar la placa con el adhesivo suministrado.

Agitar suavemente la placa apoyada en la mesa con movimientos circulares.

Evitando que el liquido de los pocillos toque con la parte inferior del adhesivo.
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e Incubar toda la noche a temperatura ambiente en posicién horizontal y no mover
las placas.
. leer los resultados.

Interpretacion de los resultados:

El DAT se debe leer colocando un fondo blanco bajo la placa. Dos observadores
diferentes deben de leer el test. En presencia de anticuerpos anti-Leishmania, el
antigeno DAT se aglutina y forma una capa azul palido en el pocillo. Por el contrario en
ausencia de anticuerpos las células se depositan en el fondo del pocillo como un

pequefio botdn azul oscuro.

Nota: Una diferencia de una diluciéon en la titulacién final de entre dos titulaciones de

la misma muestra es inherente al test.

@ NEGATIVO

@ rosimvo

O ® ® O O

Control positivo positivo  positivo positivo negativo

fin de titulacién

Figura 1.4. Ejemplo de placa resultante con
diferentes sueros caninos.

Reactivos:

ANTIGENO-DAT (2,5 ml/vial)
. Liofilizado de una suspensién de promastigotes de L. donovani cepa 1-S, tratados
con tripsina, purificados vy fijados.
« Conservante: Acida sédica (0,1 %)
« Conservacion: Refrigerado (+2°C / +8°C) o congelado (-20°C)
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DAT-BUFFER / DAT-DILUENT (30 ml/vial)
. Reactivo salino con fosfato (PBS — pH 7,2) suplementado con proteina.
« Usar para la reconstitucion del DAT-antigen, controles positivo y negativo y para
elucion de la sangre en papel de filtro.
. Conservante: Acida sddica (0,1%)
. Conservacion: Refrigerado (+2°C / +8°C). NO CONGELAR

CONTROL POSITIVO (0,5 mli/vial)
« Liofilizado de suero diluido en PBS
. Conservante: Acida sddica (0,1 %)

« Conservacion: Refrigerado (+2°C / +8°C) o congelado (-20°C)

CONTROL NEGATIVO (0.5 ml/vial)
. Liofilizado de suero diluido en PBS
. Conservante: Acida sodica (0,1 %)

. Conservacion: Refrigerado (+2°C / +8°C) o congelado (-20°C)
2-MERCAPTO-ETANOL (0.5 ml/vial) TOXICO

. 2-ME Comercial (Merck)

. Conservacion: refrigerado (+2°C/ + 8°C)
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I.2. DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-Leishmania MEDIANTE
ANTIGENOS RECOMBINANTES

1.2.1. TEST INMUNOCROMATOGRAFICO RAPIDO BASADO EN EL
ANTIGENO rK39 (rk39- ICT)
(Kalazar DetectTM Rapid test, InBIOS International, Seattle, WA)

Fundamento del test:

El test rK39-ICT utiliza una proteina recombinante especifica del complejo L.
donovani/infantum, sin presentar reactividad cruzada con otras especies de
Leishmania.

Esta indicado para su utilizacion en diagnéstico presuntivo y estudios
epidemiolégicos. Puede utilizarse en los servicios de salud de cualquier nivel, tanto en
el cribado de primera linea en las comunidades rurales en riesgo como en laboratorios
de referencia local. Ademas, su simplicidad lo hace muy util para el diagnéstico en el
terreno.

Esta técnica puede realizarse utilizando como muestra biolégica el suero,

plasma o sangre del paciente.

Procedimiento (segun instrucciones del fabricante):

1- Sacar la tira del envase.
2- Afadir en un tubo tipo eppendorf 3 gotas del tampdn suministrado con el kit.

3- Aplicar 15 pl de la muestra problema (sangre o suero) en la zona indicada de la tira.

Muestra

Figura I.5. Ejemplo de ICT.

4- Introducir la tira en el tubo preparado anteriormente. Esperar 5-10 minutos y leer el

resultado.
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Negativo

Positivo

Figura Il.6. Resultados del rK39-ICT.

Interpretacion de los resultados:

Positivo: Deben aparecer dos lineas: control y prueba. La muestra analizada presenta
anticuerpos que reconocen el antigeno recombinante de rK39 de Leishmania. Incluso

una linea tenue debe considerarse positiva.

——— R

Figurall.7. rK39- ICT positivo.

Negativo: Aparece soélo la linea de control. No hay anticuerpos contra el antigeno
recombinante K39 de Leishmania en la muestra del paciente.

pogtoyi —| el

Figura ll.8. rK39-ICT negativo.

Resultado no valido: No aparece la linea de control. En esta situaciéon, es

recomendable probar una nueva muestra del paciente fresca con otra tira.

o e e IS

Figura l1.9. rK39-ICT no vélido.

139



ANEXO Il: METODOS DE DIAGNOSTICO INDIRECTO

[1.2.2. ENZIMOINMUNOENSAYO INDIRECTO rK39 (rK39-ELISA)
Fundamento:

Se basa en la fijacién del antigeno (rK39) a un sustrato sdélido con posterior
lavado para eliminar los antigenos no fijados o deficientemente fijjados. Se afade el
suero con los anticuerpos a evaluar de tal forma que reaccionaradn especificamente
con los antigenos fijados previamente. Se procederd a un lavado para eliminar los
anticuerpos que no se hayan unido. Se afiadira un anti-anticuerpo conjugado con un
enzima que se unirdn a los anticuerpos que anteriormente se hayan unido a los
antigenos fijados en la placa. Se realiza un ultimo lavado para eliminar el conjugado
gue no haya reaccionado. Por ultimo se afiade un sustrato para la enzima marcadora.
Se bloquea la reaccion de la enzima y se observa la densidad Gptica (colorimetria) del

producto final obtenido.
Procedimiento:

1. Sensibilizar las placas con 50 ng del antigeno recombinante rK39 diluido en 50 pl
de “coating buffer’ (15 mM Na,CO3, 28 mM NaHCO;, pH= 9,6): rK39) por pocillo.
Incubar las placas toda la noche a 4 °C.

2. Bloquear las placas (Falcon Probind #3915, con PBS (pH= 7,4) con Tween 20 al
1% para rK39). Incubar a temperatura ambiente durante 60 min (200 ul por pocillo).
Lavar 3 veces con PBS - Tween-20 al 0,1%, durante 5 min.

Afadir los sueros previamente diluidos al 1/100 en PBS con Tween-20 al 0,1%.
Incubar 30 min a temperatura ambiente (50 ul por pocillo).

Lavar 3 veces con PBS con Tween-20 al 0,1%, durante 5 min.

Afadir el conjugado (Dog IgG, IgGl, 1gG2, antibody HRP conjugated, Bethyl
Laboratories, INC, TX 77356) diluido convenientemente (anti IgG total 1/2.000, anti
IgG1 1/800 y anti IgG2 1/2.000). Incubar a temperatura ambiente durante 30 min
(50 pl por pocillo).

7. Lavar 3 veces con PBS - Tween-20 al 0,1%, durante 5 min.

8. Anfadir 100 ul por pocillo del sustrato. Para preparar el sustrato diluir una cdpsula
de tampdn citrato sddico con perborato (Sigma) en 100 ml de H,O destilada. Diluir
una tableta de ABTS (2,2"-Acino-bis (3-etillbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
diammonium salt 10 mg/tableta, Sigma) en 20 ml de Tampdn citrato. Incubar a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 min.

9. Anfadir 100 ul de SDS al 5% para frenar la reaccion.
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10. Leer la densidad 6ptica (DO) a a 405 nm con un espectofotometro para placas de
ELISA (Merck ELISA System MIOS, Merck).

Interpretacion de los resultados:

Debido a la heterogeneidad y variabilidad entre experimentos intrinsecas a esta
técnica colorimétrica tanto por su naturaleza de reaccién enzimatica como por el
momento de bloqueo de la reaccién, una vez medida la densidad Optica, es necesario
calcular el punto de corte que determinara la positividad. Para este calculo se
consideraron los resultados de DO de 25 sueros de la poblacion de estudio (sueros de
los perros de Posadas) que habian resultado negativos por todas las técnicas
realizadas, se hizo la media de las DO y se le sum6 3 veces la desviacién estandar.
Todos los perros con DO resultantes por encima de este valor resultante fueron
considerados como seropositivos por esta técnica, mientras que los valores inferiores
se consideraron negativos. En el presente estudio el punto de corte para la

seropositividad resulté ser el valor 0,13.
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Figura 11.10. Ejemplo de un resultado de ELISA.
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ANEXO Ill. METODOS DE DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
DIRECTO

l1.L1. AISLAMIENTO EN CULTIVO DE Leishmania EN MEDIO NOVI-
McNEAL-NICOLLE (NNN)

Si se trata de un fluido, la muestra biol6gica se siembra directamente en medio
de cultivo NNN y en el caso de las biopsias se procede a una maceracion previa.
La preparacion detallada del medio NNN modificado se describe a
continuacion:
1

Mezclar 3 g de NaCl (Cloruro sédico) con 500 ml agua destilada estéril mediante

agitacion magnética.

2- Afadir 6 g de Bacto-agar (Difco), someter a ebullicibn y agitacion durante 5
minutos.

3- Esterilizar en autoclave a 120° C y 1 atmésfera de presién durante 20 minutos.
Preservar a 4 °C.

4- Cuando se vaya a necesitar, fundir el agar y dejar enfriar hasta 50° C.

5- Preparar tubos para cultivo con tapén de rosca y afiadir a cada uno 2 ml del 4gar
fundido, 1 ml de sangre de conejo desfibirinada con perlas de cristal y penicilina
100 Ul/ml (20.000 Ul/ml, PEN-STREP, Cambrex), mas estreptomicina 100 pg/mi
(20.000 pg/ml, PEN-STREP, Cambrex).

6- Colocar los tubos inclinados hasta que el &gar solidifique (formando pico de

flauta) en tubos estériles de 10 ml de capacidad (Cellstar, Greiner Bio-one).

Incubar uno de los tubos a 37° C durante 24 horas y examinar para comprobar la

esterilidad del lote. En este momento los tubos pueden conservarse a 4° C hasta

15 dias.

Inoculacion:

En el momento de proceder al cultivo, afiadir al medio NNN 100 ul de RPMI
1640 (Gibco), suplementado con 100 Ul/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina,
2 mM de L-Glutamina y 10% de suero fetal bovino (CFS; Biological Industries, Israel)
inactivado por calor.

Posteriormente, se afiaden 100 pl de muestra problema, que en el presente
estudio fue médula 6sea o linfa del ganglio popliteo. Tras sembrar el in6culo, el cultivo

se mantiene a 27° C durante 7 dias.
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Visualizacién del cultivo:

A la semana de la inoculacion de la muestra en medio NNN, se toma una gota
de sobrenadante para realizar la observacion en fresco de los promastigotes moviles
con objetivo de 40 aumentos. Si el resultado es negativo, se llevan a cabo pases
consecutivos con medio NNN cada semana (los pases se realizan pasando la fase
liquida a un tubo nuevo con medio NNN fresco), y si después de cuatro pases

consecutivos no se observan promastigotes, el cultivo se considera negativo.

Figura lll.1. A) Tubo con medio NNN en pico de flauta, B) Promastigotes libres
en cultivo al microscopio 6ptico (400X) (www.who.int).
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l1.2. DETECCION MOLECULAR DE Leishmania spp.

11.2.1. EXTRACCION DE ADN CON FENOL/CLOROFORMO Y
PRECIPITACION CON ETANOL

El protocolo se llevd a cabo segun Maizels y col., 1991, con pequefias

modificaciones.

Procedimiento:

1.
2.

En un tubo de 1,5 ml afiadir 100 pl de muestra biolégica o hasta 20 mg tejido
Afadir 400 pl de NET10 (10 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI), 40 pl
de SDS 10% y 4 pL proteinasa K (20 mg/ml)

Incubar a 56° C toda la noche en agitacion

4. Afadir 500 pl fenol equilibrado/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), mezclar

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

por inversion 10 veces

Centrifugar 6 min 13.000 rpm

Recuperar la fase acuosa sobre un tubo nuevo que contenga 500 pl de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1)

Centrifugar este ultimo tubo 6 min 13.000 rpm

Recuperar la fase acuosa sobre un tubo que contenga 700 pl de etanol
absoluto y afiadir 30 ul de acetato sédico 3 M, y mezclar por inversién 10 veces
Guardar 20 min a -70°C (alternativamente toda la noche a -20°C)

Centrifugar 6 min 13.000 rpm

Decantar el sobrenadante

Afadir 1000 pl etanol 70%, mezclar por inversién 10 veces

Centrifugar 6 min 13.000 rpm

Decantar sobrenadante

Secar al aire

Resuspender en 100 pl de H,O bd estéril.

145



ANEXO lll: METODOS DE DIAGNOSTICO DIRECTO

111.2.2. AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS MEDIANTE REACCION
EN CADENA POR LA POLIMERASA (PCR)

Se han utilizado varias técnicas de PCR para la amplificacion de diferentes
regiones del genoma de Leishmania.

I.2.2.1. GEN QUE CODIFICA PARA EL ARN DE LA SUBUNIDAD
PEQUERNA DEL RIBOSOMA (SSU-rRNA).

Se trata de una PCR anidada (LnPCR) que amplifica la regién variable del gen
gue codifica el ARN de la subunidad pequefia del ribosoma (SSU-rRNA) de
Leishmania. Dicha region presenta un blogue de secuencia que es conservado para
todo el género Leishmania, al mismo tiempo que presenta diferencias con otros
organismos (Meredith y col., 1993; Simpson y col., 2002). De este modo, la LhPCR
permite amplificar todas las especies de Leishmania de manera especifica.

Los cebadores de la primera reaccién de PCR fueron R221 especifico para los
protozoos kinetoplastidos y R332 especifico para el género Leishmania y Crithidia
(disefiados por van Eys y col. (1992). Para la segunda reaccion se emplearon los
cebadores R223 y R333 ambos especificos para el género Leishmania. Los productos
de amplificacién obtenidos presentaron 603 pb y de 353 pb, respectivamente (Cruz y
col, 2002b). Los componentes Yy los programas para la realizacion de la LnPCR se

detallan en las tablas 111.1 y II.2.

Primera Segunda

Composicion - .
reaccion reaccion

Tampoén de 75 mM Tris HCI pH 9.0, 50 mM KCI, 20 mM

reaccion 10X (NH4)2S04, MgCl, 20 mM Su 254
dNTPs 10mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 200 uM 200 uM
Cebador R221 5-GGTTCCTTTCCT GATTTACG -3 0,3 uM -

Cebador R332 5°- GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG - 3 0,3 uM -

Cebador R223 5- TCC CAT CGC AACCTCGGTT-3 - 0,3 uM
Cebador R333 5°- AAA GCG GGC GCG GTG CTG - 3 - 0,3 uM
Tth ADN

polimerasa 0,028 U 0,028 U
1U/ul

ADN 10ul 10pl*

Agua destilada

estéril Hasta 50 ul  Hasta 25ul

Tabla Ill.1. Componentes para las reacciones de PCR.* 10 pl de la dilucion de 25 pl del
primer producto de PCR en 1ml de agua destilada y estéril.
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Ciclos 30X

Hot : Extension
tart Desnatu- Alinea- Extension final
2 ralizacion miento
Primera 80°C 94°C 94°C 60°C 72°C 729C 5min
reaccion 2min 5min 30seg 30seg 30seg
Segunda 80°C 94°C 94°C 65°C 72°C 729C 5min
reaccion 2min 5min 30seg 30seg 30seg

Tabla lll.2. Programa de amplificacion para la LnPCR.

111.2.2.2. REGION DEL ESPACIADOR INTERGENICO-1 (ITS-1)

Se trata de una PCR anidada (nPCR) que amplifica una region del del
espaciador transcrito interno-1 (ITS-1) perteneciente al operén ribosomal de
Leishmania. La primera reaccion estd basada en los cebadores LITSR y L5.8S
disefiados por Schoénian G y col., 2003 y para la segunda reaccién se usaron los
cebadores SAC y VAN2, disefiados por I. Cruz del Centro Colaborador de la OMS
para Leishmaniasis, Servicio de Parasitologia, Centro Nacional de Microbiologia,
Instituto de salud Carlos Ill, Madrid, Espafia. Se observa una banda de 300-350 pb
(dependiendo de la especie de Leishmania) para la primera reaccion y otra de 280-330
pb (dependiendo de la especie de Leishmania) para la segunda reaccion.

Los cebadores utilizados para la amplificacion y las condiciones de trabajo se

encuentran descritos en las tablas 111.3 y 111.4.

Primera Segunda

Composicion - .
reaccion reaccion

Tampén de 75 mM Tris HCI pH 9.0, 50 mM KCI, 20 mM

reaccion 10X (NH4)2S04, MgCl, 20 mM Su 254
dNTPs 10mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 200 uM 200 uM
Cebador LITSR 5°- CTG GAT CAT TTT CCG ATG - 3 0,3 uM -
Cebador L5.8S  5- TGATAC CAC TTATCG CACTT -3~ 0,3 uM -
Cebador SAC 5- CATTTT CCG ATG ATT ACACC -3 - 0,3 uM
Cebador VAN2  5°- GCG ACA CGT TAT GTG AGC CG - 3 - 0,3 uM
Tth ADN
polimerasa 0,028 U 0,028 U
1U/ul
ADN 10ul 10pl*
Agua de,s_t||ada Hasta 50 pl Hasta 25ul
estéril

Tabla I11.3. Componentes para las reacciones de PCR.* 10 ul de la dilucién de 25 pl del primer
producto de PCR en 1ml de agua destilada y estéril.
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Ciclos 30X

Hot : Extension
tart Desnatu- Alinea- Extension final
2 ralizacion miento
Primera 80°C 94°C 94°C 53°C 72°C o .
reaccion 2min 5min 30seg 30seg 30seg 72°C Smin
Segunda  80°C 94°C 94°C 57°C 72°C 220C 5min
reaccion 2min 5min 30seg 30seg 30seg

Tabla Ill.4. Programa de amplificacion para la nPCR.

Una variante de ésta es una PCR directa con los cebadores SAC y VAN2,
utilizada en el estudio 3, cuyo producto amplificado es de 280 a 330 pb. Las

condiciones de reaccion se describen en las tablas 1I1.5 y 111.6.

Composicioén Reaccion
Tampén de 75 mM Tris HCI pH 9.0, 50 mM KCI, 20 mM 50l
reaccion 10X (NH,),S0,, MgCl, 20 mM H
dNTPs 10mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 200 pM
Cebador SAC 5-CATTTT CCGATGATTACACC-3 0,3 uM

Cebador VAN2 5- GCG ACA CGT TAT GTG AGC CG - 3 0,3 uM
Tth ADN

polimerasa 1U/ul 0,028 U
ADN 1oul
Agua de,s't|lada Hasta 50 pl
estéril
Tabla lll.5. Componentes para la PCR.
Hot CiCIQS Sl Extension
Desnatu- Alinea- L. .
start A . Extension final
ralizacién miento
Condiciones  80°C 94°C 94°C 57°C 72°C 229C 5min
de reaccién 2min 5min 30seg 30seg 30seg

Tabla Ill.6. Programa de amplificacién para la PCR.
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[11.2.2.3. MINICIRCULOS DEL ADN DEL KINETOPLASTO (kDNA)

Se trata de una PCR directa, que amplifica una region variable de los
minicirculos del ADN del kinetoplasto de Leishmania, basada en los cebadores
disefiados por Aransay y col., 2000, amplificando una region de aproximadamente 800
bp.

Los cebadores utilizados para la amplificacion y las condiciones de trabajo se
encuentran descritos en las tablas 1.7 y 111.8.

Composicién Reaccion
Tampén de 75 mM Tris HCI pH 9.0, 50 mM KCI, 20 mM 5 0l
reaccion 10X (NH,),S0,, MgCl,20 mM H
dNTPs 10mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP 200 uM
Cebador LIN R4 5-GGT TGG TGT AAA ATA GGG-3’ 0,3uM
Cebador LIN 19 5"-GAA CGC CCC TAC CCG-3’ 0,3uM
Tth ADN
polimerasa 1U/ul 0,028 U
ADN 10pl
Agua de,s_t|lada Hasta 50 pl
estéril
Tabla lll.7. Componentes para la reaccion de PCR.
Hot CiCIQS Sl Extension
Desnatu- Alinea- L .
start A . Extension final
ralizacion miento
Condiciones  80°C 94°C 94°C 70°C 72°C 220C 5min
de reaccién 2min 5min 30seg 30seg 30seg

Tabla lll.8. Programa de amplificacion para la PCR.

l11.2.2.4. MATERIALES PARA PCR

i) Termociclador Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).
i) dNTP mix a concentracion equimolar de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP (Biotools).
iii) Los oligonucle6tidos empleados en las reacciones fueron sintetizados por Sigma

(Sigma-Genosis).
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iv) La enzima polimerasa utilizada fue ADN Polimerasa recombinante "Biotools DNA
Polymerase 1U/ul-Standard Reaction Buffer" y tampén 10X con 2 mM MgCI2
(Biotools).

111.2.3. VISUALIZACION DE PRODUCTOS DE PCR

Se realiz6 una electroforesis (120V durante 50 minutos) de 20 pl de cada producto
de PCR, en gel de agarosa al 1,5% 6 2,0% segun el caso, con Ultra Pure Agarose
(Invitrogen) en TBE 1X. Al producto de PCR se le adicionaron 4 pl de tampdn de carga
de azul bromofenol 6X. El gel se tifié con 1,5 pl de bromuro de etidio (solucion 10
mg/ml).

Junto a las muestras a visualizar se utilizé el marcador de peso molecular 100 bp
DNA Ladder (Invitrogen) (ver figura 5.16).

— 500

— 100

Figura llIl.1. Marcador de peso
molecular.

Reactivos:

TAMPON DE CARGA: 0,1 gr azul de bromofenol, 0,1 gr de xileno cianol y 6 gr de
ficoll, disueltos en 35 ml de agua destilada y enrasado hasta 40 ml con agua destilada.

Proteger el bote de la luz con papel aluminio y almacenar a 4°C.
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111.2.4. CARACTERIZACION MOLECULAR
111.2.4.1. PURIFICACION DE AMPLIFICADOS

Las muestras positivas se purificaron utilizando el QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen).

Procedimiento:

Nota:

- Este protocolo esta indicado para la purificacion de fragmentos de ADN de mas
de 5 pug (70 pb a Kb).

- El tampén amarillo QG indica un pH < 7,5. La adsorcion del ADN a la
membrana es eficiente sélo a < de 7,5.

- Afadir etanol al 95-100% al tamp6n PE concentrado antes de usar (ver la sefial
en la botella).

- Se requiere isopropanol (100%) y termobloque o bafio a 50°C.

- Todos los pasos de centrifugacion son llevados a cabo a 13.000 rpm

Extraer el ADN del gel de agarosa con un bisturi limpio.

2. Pesar el fragmento de agarosa extraido en un tubo incoloro. Afadir 3 volumenes
de tampon QG por volumen de gel (100 mg de gel~ 100 ul). La méaxima cantidad
de gel que admite la columna es de 400 mg. Para geles de mas del 2% de
agarosa afiadir 6 volumenes de tampon QG.

3. Incubar a 50°C 10 minutos (o hasta que el gel esté completamente disuelto).
Agitar el tubo cada 2-3 minutos para ayudar a disolver el gel.

4. Después de que el gel esté completamente disuelto, observar que el color de la
muestra es amarillo (similar al del tampdn QG sin agarosa disuelta). Si el color de
la mezcla es naranja o violeta, afadir 10 pul 3 M de acetato sédico, pH 5,0 y
mezclar. El color de la mezcla se volvera amarillo.

Afadir un volumen de isopropanol a la mezcla y mezclar por inversion.

Colocar la columna en el tubo recolector de 2 ml suministrado.

Afadir la muestra a la columna y centrifugar 1 min. Descartar el fluido sobrante y
volver a colocar el tubo recolector en la columna.

8. Afadir 500 pl de tamp6n QG a la columna y centrifugar 1 min. Descartar el fluido
sobrante y volver a colocar el tubo recolector en la columna.

9. Afadir 750 pl de tamp6n PE a la columna y centrifugar un minuto. Descartar el

fluido sobrante y volver a colocar el tubo recolector en la columna.
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10. Centrifugar la columna 1 min. El etanol residual no es eliminado antes de esta
segunda centrifugacion.

11. Colocar la columna en un tubo limpio de 1,5 ml. Para eluir el DNA afadir 10 pl de
tampon EB (10 Mm Tris-HCL, pH 8,5) o agua. Dejar reposar 1 min y centrifugar la
columna 1 min.

12. Si el ADN purificado es para analizar en un gel, afiadir 1 volumen de tampén de
carga por cada 5 volumenes de ADN purificado.

[11.2.4.2. DIGESTION MEDIANTE ENZIMAS DE RESTRICCION (PCR-RFLP)

Con objeto de caracterizar las especies de Leishmania, los productos
amplificados de la PCR se someten a digestion con enzimas (actividad endonucleasa).
Si los amplicones presentan una variacion de la secuencia nucleotidica en los sitios de
reconocimientos de las enzimas de restriccion, generaran distintos patrones de

fragmentos.

111.2.4.2.1. Hae Il

Andlisis de los fragmentos de restriccion obtenidos de la digestion con la
enzima Hae 1l de los productos de PCR de la segunda reaccién de amplificacion de
ITS-1. Con 17 pl del producto de PCR purificado 2 pl de buffer de la enzimay 1 pl de
enzima Haelll (10 U) en un volumen de reaccién total de 20 pul siguiendo las
instrucciones del fabricante (Haelll from Haemophilus aegyptius 5000 U a 1 U/ul,
Roche).

Programa de incubacién: 3 horas a una temperatura de 37°C.

Visualizacién de los productos en gel de agarosa al 2%.
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Resultados esperados (de acuerdo a Schénian y col., 2003):
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Figura IIl.2. Digestion con la enzima Hae Il del producto amplificado
de la region ITS-1 de diferentes especies de Leishmania (Schénian y
col., 2003).

1.2.4.2.2. Rsa .

Andlisis de los fragmentos de restriccion obtenidos de la digestion con la
enzima Rsa | de los productos de PCR de del kDNA. Con 17 ul del producto de PCR
purificado 2 ul de buffer de la enzimay 1 pl de enzima Rsa | (10 U) en un volumen de
reaccion total de 20 pl siguiendo las instrucciones del fabricante (Rsa | from

Rhodopseudomonas sphaeroides 1.000 U a 10 U/ul, Roche).

Programa de incubacién: 3 horas a una temperatura de 37°C.

Visualizacién de los fragmentos de restriccién y comparacién del patrén de bandas en
gel de agarosa al 2%.
111.2.4.3. SECUENCIACION

Se procedié a la secuenciacidon de los productos de PCR, con objeto de

comprobar a qué especie pertenecia la secuencia obtenida del fragmento amplificado.

Para la secuenciacién se utilizé el Big-Dye® Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit V3.1 (Applied Biosystems) y el secuenciador automatizado ABI
PRISM 377 DNA (Applied Biosystems).
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Como cebador se utiliza cada uno de los cebadores utilizados en la PCR por
separado. Es decir, de cada producto de PCR se haran dos PCR de secuenciacion
utilizando, en cada una, uno de los dos cebadores utilizados en la PCR.

Para cada PCR se utilizaron:

Composicién PCR
Tampon de reaccion 5X 1l
Cebador Cada uno en su caso 3,2 pmol
DNA problema: 14l
Agua destilada y estéril Hasta 20 pl

Tabla 111.9. Condiciones de la PCR para secuenciacion.

111.2.4.4. ANALISIS DE SECUENCIAS

El andlisis y edicion de secuencias se llevd a cabo con el programa BioEdit
version 7.1.3 ®1997-2011: Tom Hall, Ibis Bioscences, Carlsbad, CA, 92008
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) y la comparacién con las secuencias
depositadas en la base de datos de GeneBank®
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/; National Center for Biotechnology Information
(NCBI, U.S. National Library of Medicine 8600 Rockville Pike, BethesdaMD,
20894USA).
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®

Hg

l

pum
ADN
ADNg
ADNk
ADNnN
ARN
ARNmM
BCG
Caso Leish
CD4+
CD8+
Col.
DAT
dNTPs
DO
EDTA
EE.UU.
ELISA
FAST
FITC
GP

gr

Marca registrada

Microgramo

Microlitro

Micrometro

Acido desoxirribonucleico

ADN gendmico

ADN del kinetoplasto

ADN nuclear

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Bacillus de Calmette y Guérinas
Caso infectado por Leishmania
Células T tipo 4 activadas

Células T tipo 8 activadas
Colaboradores

Direct aglutination test (Test de aglutinacién directa)
Desoxinucledsidos fosfato
Densidad 6ptica

Acido etildiaminotetraacético sodico
Estados Unidos

Enzimoinmunoensayo

fast agglutination screening test (Test rapido de aglutinacién para cribado)

Isotiocianato de fluoresceina
Ganglio popliteo

Gramo

histona

Hora

Agua bidestilada

Acido clorhidrico

Proteina de sock térmico de 27kDa
Incidencia acumulada

Intervalo de confianza

Test inmunocromatografico rapido
Inmunofluorescencia indirecta

Interferén
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lg Inmunoglobulina

IL Interleuquina

RD Institut de Recherche pour le Développement (Instituto de investigacion
para el desarrollo)

ISCIII Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Espafia

ITS-1 Intergenic transcribed spacer region 1 (Espaciador intergénico 1)

K39 Secuencia repetida de 39 aminoacidos de cinesina

Kb Kilobases

KCI Cloruro potasico

kDA kilodaltons

kDNA ADN del kinetoplasto

Km Kilbmetros

LACK Receptor para activar la kinasa c

LC Leishmaniosis cutanea

LCan Leishmaniosis canina

LDPK Leishmaniosis dérmica post kala-azar

LelF Factor de elongacién e iniciacion de Leishmania

Lip Proteina acidica ribosomal

LMC Leishmaniosis mucocutanea
Leishmania major stress-inducible protein 1 (Proteina inducible de estrés 1

LmSTi de Leishmania major)

LnPCR Leishmania nested PCR (PCR anidada de Leishmania)

LV Leishmaniosis visceral

LVA Leishmaniasis visceral antroponética

Lvz Leishmaniosis visceral zoonética

M Molar

MAS Muestreo aleatorio simple

MDP Muramil dipéptido

min Minutos

ml Mililitro

mM Micromolar

mm Milimetros

MO Médula 6sea

NaCl Cloruro sédico

Naive Ingenuo/desnudo o sin predisposicion

Nested-PCR PCR anidada
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ng
NL
nm
NNN
NTDs
°C
OIE
OMS
OPS
P

pb
PBS
PCR
pH

pmol
RFLP

rk39
rk39-ICT
rpm
RPMI
RT-PCR
S

SDS

Seg
SIDA

SP

Sp

SP15
Spp
SSUrRNA
TBE
TGF

Th

TNF

TSA

nanogramo

Nodulo linfatico

nandémetro

Medio Novi-McNeal-Nicolle

neglected tropical diseases (Enfermedades tropicales olvidadas)
Grados centigrados

Organizacion Mundial de la Salud Animal

Organizacion Mundial de la Salud

Organizacion panamericana de salud

Proteina acidica ribosomal

Pares de bases

Phosphate buffered saline (tampén salino con fosfato)
Polymerase chain reaction (Reaccion en cadena por la polimerasa)
Potencial de hidrogeno

Picomoles

Restriction fragment lenght polymorphism (Polimorfismo en la longitud de
los fragmentos de restriccién)

Proteina recombinante de K39

Test inmunocromatrogréafico rapido basado en el antigeno rk39
Revoluciones por minuto

medio Roswell Park Memorial Institute

PCR a tiempo real

Sur

dodecilsulfato sodico

segundos

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Sangre periférica

especie

Sandfly salivary protein (Proteina salivar del mosquito)
Cualquier especie del género

Small subunit of ribosomal RNA (Subunidad pequefia del ARN ribosomal)
Tris/borato/EDTA

Factor de crecimientotumoral

Linfocitos T helper (colaboradores)

Factor de necrosis tumoral

Proteina antioxidante especifica de tiol
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U Unidades

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana

w Oeste

WHO World health organization (Organizacion Mundial de la Salud)
X Microscopio: Factor de amplificacion del objetivo (Aumentos)
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Abstract

Background: An increasing number of reports are calling our attention to the worldwide spread of leishmaniasis.
The urbanization of zoonotic visceral leishmaniasis (VL) has been observed in different South American countries,
due to changes in demographic and ecological factors. In May 2006, VL was detected for the first time in the city
of Posadas (Misiones, Argentina). This event encouraged us to conduct a clinical and parasitological pilot survey on
domestic dogs from Posadas to identify their potential role as reservoirs for the disease.

Methods: One hundred and ten dogs from the city of Posadas were included in the study. They were selected
based on convenience and availability. All dogs underwent clinical examination. Symptomatology related to canine
leishmaniasis was recorded, and peripheral blood and lymph node aspirates were collected. Anti-Leishmania
antibodies were detected using rk39-immunocromatographic tests and IFAT. Parasite detection was based on
peripheral blood and lymph node aspirate PCR targeting the SSUrRNA gene. Molecular typing was addressed by
DNA sequence analysis of the PCR products obtained by SSUrRNA and ITS-1 PCR.

Results: According to clinical examination, 69.1% (76/110) of the dogs presented symptoms compatible with
canine leishmaniasis. Serological analyses were positive for 43.6% (48/110) of the dogs and parasite DNA was
detected in 47.3% (52/110). A total of 63 dogs (57.3%) were positive by serology and/or PCR. Molecular typing
identified Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) as the causative agent.

Conclusions: This work confirms recent findings which revealed the presence of Lutzomyia longipalpis, the vector
of L. infantum in this area of South America. This new VL focus could be well established, and further work is
needed to ascertain its magnitude and to prevent further human VL cases.

Background

In South America Leishmania infantum (syn. Leishma-
nia chagasi) is the causative agent of visceral leishma-
niasis (VL), a systemic infection which is fatal if not
treated. The primary vectors are Lutzomyia longipalpis
female sand flies, and infected domestic dogs are the
main reservoirs [1]. However, Dantas-Torres recently
highlighted the need to use proper diagnostic tools to
identify the species of Leishmania involved in each
case of canine leishmaniasis irrespective of the clinical
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form [2]; this is an important issue to take into account
when a new focus is being described.

The worldwide incidence of VL is estimated to be
500000 cases/year, with more than 50000 related deaths.
In several areas of the world, there is a clear and dis-
turbing increase in the number of VL cases. For exam-
ple, in Northeastern Brazil the incidence raised from
1840 cases in year 1998 to 6000 in 2002 [3].

At present, a growing number of reports are calling
our attention to a worldwide spread of leishmaniasis,
including the urbanization of VL in different South
American countries due to changes in demographic and
ecological factors [4-8].

© 2010 Cruz et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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An example of the latter is the recent report by
Salomén, et al. [9] on the first urban VL focus in
Posadas (Misiones, Argentina), which appeared in 2006
involving humans and dogs. That work indicated both:
i) the presence of Lu. longipalpis in Misiones, where it
was reported previously to be anecdotal [10] and ii) the
presence of Leishmania sp. infection in 13 out of 27
dogs studied [9]. At present, 58 human VL cases have
been reported in Posadas (2 in year 2006, 14 in 2007, 17
in 2008, 24 in 2009 and one up to April 30t 2010),
with 6 related deaths [[11], Misiones Ministry of Health
personal communication].

Encouraged by the emergence of the first human VL
cases, we conducted a canine serological and parasitolo-
gical pilot survey to: i) identify Leishmania infection in
dogs, and thus their possible role as reservoirs, and ii)
identify de Leishmania species circulating in this emer-
ging VL focus.

Methods

Study location

The serological and parasitological pilot survey was con-
ducted from 1 July to 15 August 2006 in the city of
Posadas (27°23’S, 55°54’W), located in the southwest of
Misiones province, Northeast Argentina.

Misiones is bordered by Brazil to the north and by
Paraguay to the east. The city of Posadas has a global
surface of 324 Km? and is characterized by a subtropi-
cal humid climate; annual rain is 1700 mm and average
temperature 21.5°C. Posadas, which accounts for 29% of
the total population of the province, had an estimated
population of 297499 inhabitants in 2008; 98.8% from
urban areas and 32.6% below the poverty line [12].

Study animals and samples

Our study was based on a convenience sample of 110
dogs originating from two sources: i) 83 dogs from two
different canine shelters, located in the outskirts of
Posadas, which admit dogs from the city: 59 from the
non-profit civil association ‘El Refugio’ (Itaembé Mini
area) and 24 from the Municipal Animal Health Insti-
tute-IMUSA (El Zaimén area), and ii) 27 dogs with own-
ers that attended a local veterinary clinic for routinely
care.

All dogs underwent clinical examination by a local
veterinarian, searching for symptoms related to canine
leishmaniasis (CanL). The presence of one or more of
the following was considered for the clinical diagnosis of
CanL: lymphadenopathy, onychogryphosis, skin lesions,
weight loss, conjunctivitis and alopecia.

After examination one ml peripheral blood (PB) was
obtained from 110 dogs and collected in EDTA-containing
tubes; lymph node aspirates (LN) were obtained from 94
dogs and further diluted in 500 pl ethanol 70%. Once
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obtained, samples were stored at 4°C until shipment to the
WHO Collaborating Centre for Leishmaniasis (Madrid,
Spain) for serological and molecular diagnosis.

Informed consent was obtained from each dog owner
and from the canine shelter responsible before clinical
examination and sampling of the dogs. Research proce-
dures were approved by the corresponding research
review boards of Universidad Miguel Hernédndez and
Misiones Ministry of Public Health.

Serological diagnosis

Anti-Leishmania antibodies detection was performed by
two different approaches: a) rK39-immunochromato-
graphic test (rK39-ICT; Kalazar Detect™ Rapid test,
InBIOS International, Seattle, WA), using 25 ul of per-
ipheral blood and following the manufacturer’s instruc-
tions; and b) Immunofluorescence antibody test (IFAT)
following a standard method, using 10 pl of 2 x 107 L.
infantum promastigotes/ml in 1x PBS per well as anti-
gen (reference strain MHOM/FR/78/LEM-75) and 1 pl
plasma for the analysis. The IFAT threshold titre for
positivity was 1/160 [13]. Considering the present work
a pilot study, replicate testing of the samples was not
performed.

Molecular diagnosis

Parasite detection was done by means of nested-PCR
targeting the Leishmania SSUrRNA gene (LnPCR) as
described elsewhere, this protocol is Leishmania genus
specific and uses the primer pair R221 (5-GGT TCC
TTT CCT GAT TTA CG-3’) and R332 (5'-GGC CGG
TAA AGG CCG AAT AG-3) in the first reaction, and
the primer pair R223 (5’-TCC CAT CGC AAC CTC
GGT T-3’) and R333 (5-AAA GCG GGC GCG GTG
CTG-3’) in the nested reaction [14]. Starting material
for DNA extraction was: i) 100 pL PB and ii) the pellet
obtained after centrifugation (6000 rpm in a benchtop
microcentrifuge for 10 min) and PBS 1x washing of the
LN dilution obtained from each dog. DNA was
extracted by conventional phenol-chloroform extraction
and ethanol precipitation and further eluted in 100 pl
sterile distilled water.

Molecular typing of the parasites

Leishmania molecular typing was carried out by
sequence analysis of both the LnPCR products obtained
from PB and LN samples, and the ITS-1 PCR products
obtained from PB samples of LnPCR positive dogs. ITS-
1 PCR was performed as described elsewhere with the
primer pair LITSR (5-CTG GAT CAT TTT CCG
ATG-3’) and L5.8S (5-TGA TAC CAC TTA TCG CAC
TT-3’) and used only for typing purpose [15]. Direct
sequencing of the PCR products was performed with
forward and reverse primers; using the Big-Dye
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Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit V3.1
and the automated ABI PRISM 377 DNA sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Sequences
obtained were analyzed and edited using Lasergene®
sequence analysis software (DNASTAR, Madison, WI).

Statistical analyses

Data recorded during the clinical examination and
results from serological analyses were introduced in an
Excel® data sheet (Microsoft Office 2003). The associa-
tion between the different variables was analyzed with
the SPSS statistical software version 16.0, using the chi-
square test with Yate’s correction. A p-value of <0.05
was considered as statistically significant.

Results

Clinical examination

Dogs were grouped according to their age in four differ-
ent groups. Group 1 (<1 year) consisted in 23/110 dogs
(20.9%), group 2 (2-5 years) in 55/110 (50.0%), group 3
(6-10 years) in 18/110 (16.4%), and group 4 (>10 years)
in 14/110 (12.7%). Male/female ratio for all groups
together was 1.5/1 (66 male/44 female). Eighty-three out
of the 110 dogs (75.4%) were mongrel and 27/110
(24.6%) were from different breeds.

After clinical examination, 34 out of 110 dogs (30.9%)
were classified as asymptomatic, while 76/110 (69.1%)
presented one or more clinical signs related to canine
leishmaniasis. The frequency of the different symptoms
in the 76 symptomatic dogs is presented in table 1.
Nineteen out of the 76 symptomatic (25%) dogs were
classified as oligosymptomatic (1 or 2 symptoms), while
57 (75%) were classified as polysymptomatic (more than
3 symptoms).

Serological and molecular diagnosis

All dogs were analyzed by rK39-ICT and/or IFAT.
rK39-ICT was positive in 42/109 (38.5%) of the dogs,
and IFAT in 40/102 (39.2%). The combination of both
serological methods indicated that 48/110 (43.6%) of
them were seropositive. For 101 dogs tested by both ser-
ological methods, the concordance between rK39-ICT
and IFAT results was 90.1%. Dogs were considered as

Table 1 Frequency of signs/symptoms related to canine
leishmaniasis in 76 symptomatic dogs

Symptoms Frequency (%)
Skin lesions 73/76 (96.0%)
Lymphadenopathy 68/76 (89.5%)
Onychogryphosis 47/76 (61.8%)
Weight loss 38/76 (50.0%)

(

Conjunctivitis 32/76 (42.1%)
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seropositive when rK39-ICT and/or IFAT vyielded a
positive result.

All dogs were analysed by PB-LnPCR and/or LN-
LnPCR. Leishmania DNA was detected in PB of 23/109
(21.1%) and in LN of 47/94 (50.0%) of the dogs studied.
The combination of both PCR approaches detected the
parasite DNA in 52/110 (47.3%) dogs. For 93 dogs on
which PCR was performed on both biological samples
the concordance of PCR results was 63.4%. Dogs were
considered as parasite positive when leishmanial DNA
was detected by PB-LnPCR and/or LN-LnPCR.

Dogs were considered as infected when they were ser-
opositive and/or parasite positive. Table 2 provides a
detailed description of serology and PCR results with
regards to the origin, sex, breed, age group and clinical
status of 110 dogs on which both serology and PCR
data were available.

Figure 1 shows a flowchart including data on clinical
examination, the number of samples processed by each
diagnostic test and those testing positive. The number
of dogs positive with one, two, three or four diagnostic
approaches according to their clinical status is shown in
Table 3.

Table 2 Detailed description of serology and PCR results
with regards to different parameters in 110 dogs

Sero- Parasite-pos** Infected***
pos*
Origin Owner 14 (51.8%) 14 (51.8%) 18 (66.7%)
(N =27)
Canine shelter 34 (40.9%) 38 (45.8%) 45 (54.2%)
(N = 83)
Sex Male 30 (454%) 32 (48.5%) 40 (60.6%)
(N = 66)
Female 18 (40.9%) 20 (45.4%) 23 (52.3%)
(N = 44)
Breed Defined breed 16 (59.2%) 11 (40.7%) 16 (59.2%)
(N =27)
Mongrel 32 (38.5%) 41 (49.4%) 47 (56.6%)
(N = 83)
Age Group 1 12 (52.2%) 12 (52.2%) 15 (65.2%)
Group (N = 23)
Group 2 24 (43.6%) 29 (52.7%) 34 (61.8%)
(N = 55)
Group 3 5 (27.8%) 7 (38.9%) 7 (38.9%)
(N=18)
Group 4 7 (50.0%) 4 (28.6%) 7 (50.0%)
(N =14)
Clinical Symptomatic 39 (51.3%) 42 (55.3%) 50 (65.8%)
status (N = 76)
Asymptomatic 9 (26.5%) 10 (29.4%) 13 (38.2%)
(N = 34)
Total (N=110) 48 (43.6%) 52 (47.3%) 63 (57.3%)

*Sero-pos: seropositive by rk39-ICT and/or IFAT. **Parasite-pos: LnPCR positive
on PB and/or LN samples. ***Infected: Sero-pos and/or Parasite-pos.
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Figure 1 Flowchart including data on clinical examination, the
number of samples processed by each diagnostic test and
those testing positive. Flowchart including data on clinical
examination, and number of samples processed. Sero (+):
seropositive by rk39-ICT and/or IFAT. Para (+):LnPCR positive on PB
and/or LN samples. Infected: Sero (+) and/or Para (+).

Molecular typing of the parasites

DNA sequences from LnPCR products were obtained for
23 PB and 45 LN samples from 53 different dogs. And
DNA sequences from ITS-1 PCR products were obtained
for PB samples from 17 different dogs. Once edited the
sequences obtained were used for BLAST search against
GenBank™ database [16]. The sequences obtained from the
LnPCR products returned 100% identity with SSUrRNA
gene sequences of Leishmania donovani complex species
(L. infantum, L. donovani), while the sequences obtained
from the ITS-1 PCR products returned 100% identity with
ITS-1 sequences of L. infantum.

Statistical analyses
No statistical association was observed between infec-
tion and age group (p = 0.279), sex (p = 0.387) or origin
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(p = 0.256). However there was a significant association
between symptomatology and infection (p = 0.007).
Furthermore, a significant association between number
of symptoms and infection (p = 0.019) was observed.
Particularly, the presence of the following symptoms
presented significant association with infection: lympha-
denopathy, onychogryphosys and conjunctivitis
(p < 0.05); while skin lesions and weight loss were not
associated (p > 0.05).

Discussion

Leishmania infection was confirmed either by molecular
and/or serological methods in 63/110 (57.3%) dogs. Cur-
rent entomological data reporting the presence of Lu.
longipalpis in Posadas [9], together with the presence of
L. infantum infection in urban dogs indicates that the
transmission cycle of zoonotic VL (ZVL) could be well
established, and that further cases of human VL are
likely to appear. It has been shown in Brazil that human
epidemics of VL are usually preceded, or concomitant
to high infection rates in the canine population [17-19].
The emergence of 58 human VL cases in Posadas since
2006 supports this possibility. The limitations of this
pilot study, based on a convenience sampling, do not
allow drawing solid conclusions. In addition most of the
dogs (83/110) were from a canine shelter, thus the data
do not have the power of a population-based random
sampling study to provide a view of the real prevalence
of Leishmania infection in the canine population. How-
ever the data present a consistent picture of this emer-
ging focus of ZVL.

Infected symptomatic dogs are considered to be the
main reservoirs of ZVL leishmaniasis, in the present
study these represent 45.4% (50/110) of the dogs stu-
died. However, infected asymptomatic dogs are also said
to play a role in transmission [20-22], in this study these
represent 11.8% (13/110) of the total. In spite of the sta-
tistical association between infection and symptomatol-
ogy, the present study also highlights the low specificity
of the clinical diagnosis of CanlL; in fact 34.2% (26/76)
of the symptomatic dogs (one or more of the before
mentioned symptoms) presented negative results for
both serology and PCR. Thus, as suggested by recent
reviews, reliable laboratory-based diagnostic tests should

Table 3 Number of dogs analyzed by all 4 diagnostic methods testing positive with one, two, three or four diagnostic
approaches (rK39-ICT, IFAT, PB-LnPCR and LN-LnPCR) according to their clinical status

Number of positive tests Total N = 85 (%)

Asymptomatic N = 20 (%)

Symptomatic N = 65 (%)

0 32/85 (37.6) 11/20 (55.0) 21/65 (32.3)
1 14/85 (16.4) 3/20 (15.0) 11/65 (16.9)
2 10/85 (11.7) 1/20 (5.0) 9/65 (13.8)
3 15/85 (17.6) 2/20 (10.0) 13/65 (20.0)
4 14/85 (16.4) 3/20 (15.0) 11/65 (16.9)
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be carried out either in clinical practice or in epidemio-
logical studies [23,24].

In areas where ZVL is endemic the prevalence of
infected dogs tends to be high, with a greater proportion
of asymptomatic ones [25]. In the present study, and
unlike what happens in traditional endemic areas for
ZVL, most of the infected dogs were symptomatic. This
could be due to a recent introduction of L. infantum in
the area where, as a naive population, most of the dogs
infected would develop the disease. It is also reported in
ZVL endemic areas an increasing prevalence of seropo-
sitive dogs with age, and a final decrease in those aged
>7 years [26-28]. In dogs from the present study we
observed no increase in seropositivity nor in parasite
DNA detection related with the age of the dogs (p >
0.05). This finding could also be consistent with the
hypothesis of a recent introduction of L. infantum. The
results of the diagnostic tests employed also support the
above mentioned. In the recent review by Baneth, et al.
[29] it is stated that in endemic foci the number of PCR
positive dogs will exceed the number of seropositive;
however in the present study there were no great differ-
ences between the rates of infection detected by serol-
ogy and PCR.

Concerning the serological test employed in this
study (rK39-ICT and IFAT) they have presented a con-
cordance of 90.1%. IFAT has long been considered as
the gold standard in canine leishmaniasis serodiagnosis
[1,30], and different rK39 rapid tests have also shown a
good performance in field studies [31]. According to
different authors their sensitivity ranges from 85.5 to
90% for IFAT and 72 to 96.7% for rK39-ICT, while
their specificity ranges from 94.7 to 100% for IFAT
and 61.75-100% for rK39-ICT [24,31-33]. However,
Mettler et al [33] reported a lower sensitivity for these
methods in asymptomatic infected dogs, 29.4% for
IFAT and 52.9% for rK39-ICT. In our study no big dif-
ferences were observed in the performance of these
tests between asymptomatic and symptomatic dogs; In
PCR-positive asymptomatic dogs rK39-ICT and IFAT
were positive for 55.5% and 60% of the dogs respec-
tively, while in PCR-positive symptomatic dogs both
methods were positive for 66.6% of the dogs. Cross
reactions with other infectious agents such as Babesia
canis, Ehrlichia canis, Neospora caninum, Hepatozoon
canis and Trypanosoma cruzi have also been described
[31,33,34]. Some false-positive results of rK39-ICT
have been also attributed to unknown blood factors
present in dog blood [32]. Although we cannot cate-
gorically rule out cross-reactions with T. cruzi or
L. braziliensis in our study, this is very unlikely as the
presence of autochthonous infections by these parasites
has not been reported in the city of Posadas, where
this study took place.
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With regards to the molecular typing of the parasites
this is, to our knowledge and taking into account the
review by Salomoén et al. [9], the first report on molecu-
lar identification of autochthonous L. infantum infection
in Argentina.

The recently established focus of human and canine
VL in Asuncidn, Paraguay [35,36], could have been,
because of its proximity, the source of the introduction
of VL in Northern Argentina [37]. To ascertain the ori-
gin of the parasites in this new VL focus a wide popula-
tion genetics based study involving L. infantum strains
from different South American endemic areas could be
very helpful. For this purpose multi locus microsatellite
typing seems to be the most appropriate tool [38]. And
to ascertain since when it is established, powerful epide-
miological studies in human and canine population
must be done. These studies should address: i) retro-
spective analyses of human and canine samples from
patients/dogs attending the different health/veterinary
centres in the area with symptoms compatible with
human VL/CanL; ii) leishmanin skin test (in humans)
and serological surveys (in both humans and dogs) to
estimate the prevalence of parasite contact in different
age groups.

Conclusions

This pilot study confirms the presence of CanL due to
L. infantum in Posadas (Misiones, Argentina), an area
where the disease has been recently reported. Though
the present work has the limitations of not being a
population-based random sampling study, and does not
provide an accurate view of the real prevalence of Leish-
mania infection in the canine population of Posadas, it
indicates that this new VL focus could be well estab-
lished, and further work is needed to ascertain its mag-
nitude and to prevent further human VL cases.
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